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TITLE
COMPARISON OF THE EFFECT OF CONDITIONED MEDIA OF 2 TYPES OF MESENCHYMAL STEM
CELLS ON WOUND HEALING IN MICE

RESUMEN

El tratamiento de heridas que presentan alteraciones en su proceso de curacion y se vuelven cronicas pueden
tener un alto impacto tanto econémico como social y generar en los pacientes consecuencias negativas en
diferentes &mbitos asi como sensaciones de pesimismo, incluso para el personal que lo atiende.

Mejorar las opciones de tratamientos para acelerar la curacién de heridas ha sido una inquietud del cuerpo
médico. Una de las alternativas terapéuticas con mayor futuro en este campo es la terapia celular empleando
células madre mesenquimales (MSC), que pueden secretar factores de crecimiento (FC) que estimulan el
cierre de la herida, la angiogénesis, disminuyen la apoptosis y la inflamacidn a través de mecanismos
paracrinos, y se pueden encontrar en muchos tejidos, principalmente en la médula ésea (BMMSC) vy tejido
adiposo (ADMSC). Estos FC pueden pasar a los medios de cultivo y convertirse en medios condicionados
(MC),los cuales tienen un efecto similar a las MSC.

Este trabajo de investigacion tiene como objetivo evaluar y comparar MC de BMMSC y de ADMSC humanas,
obtenidos en condiciones de hipoxia y de normoxia, en el proceso de cicatrizacidn de heridas en ratones para
determinar su efecto en el cierre de la herida y los cambios histologicos méas notorios que se puedan
presentar con miras a futuras aplicaciones en pacientes con heridas de dificil cicatrizacion.

ABSTRACT

Treatment of wounds that involve alterations in the process of healing and become chronic can generate a
high economic and social impact and negative consequences in patients, including pessimistic sensations,
that can affect even the personnel who takes care of them.

Health workers have been wondering how to improve the treatments in order to accelerate wounds healing.
One of the therapeutic alternatives with greater future in this field is cellular therapy using mesenchymal stem
cells (MSC), which stimulate wound repair, angiogenesis, and diminishes apoptosis and inflammation through
paracrine mechanisms. It is possible to find MSC in many tissues, mainly in the bone marrow (BMMSC) and
adipose tissue (ADMSC). Growth factors, that can accelerate the treatment of wounds, can be secreted to
culture medium and the conditioned medium (CM), may have a similar effect to MSC.

The goal of this research was to evaluate and compare CM of human BMMSC and ADMSC, obtained in
hypoxia and normoxia, during the process of wound healing in mice, determining their effect in wound repair
and to evaluate histological changes during the process. Hopefully these results could be useful in the near
future for patients with chronic wounds.
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KEY WORDS
Conditioned  media; mesenchymal stem cells, wounds, bone marrow, adipose tissue



COMPARACION DEL EFECTO DE MEDIOS CONDICIONADOS DE CULTIVOS DE 2 TIPOS DE CELULAS
MADRE MESENQUIMALES SOBRE LA CICATRIZACION DE HERIDAS EN RATONES

RESUMEN

El tratamiento de heridas que presentan alteraciones en su proceso de curacion y se vuelven cronicas pueden
tener un alto impacto tanto econémico como social y generar en los pacientes consecuencias negativas en
diferentes &mbitos asi como sensaciones de pesimismo, incluso para el personal que lo atiende.

Mejorar las opciones de tratamientos para acelerar la curacién de heridas ha sido una inquietud del cuerpo
médico. Una de las alternativas terapéuticas con mayor futuro en este campo es la terapia celular empleando
células madre mesenquimales (MSC), que pueden secretar factores de crecimiento (FC) que estimulan el
cierre de la herida, la angiogénesis, disminuyen la apoptosis y la inflamacién a través de mecanismos
paracrinos, y se pueden encontrar en muchos tejidos, principalmente en la médula ésea (BMMSC) vy tejido
adiposo (ADMSC). Estos FC pueden pasar a los medios de cultivo y convertirse en medios condicionados
(MC),los cuales tienen un efecto similar a las MSC.

Este trabajo de investigacion tiene como objetivo evaluar y comparar MC de BMMSC y de ADMSC humanas,
obtenidos en condiciones de hipoxia y de normoxia, en el proceso de cicatrizacion de heridas en ratones para
determinar su efecto en el cierre de la herida y los cambios histoldgicos mas notorios que se puedan
presentar con miras a futuras aplicaciones en pacientes con heridas de dificil cicatrizacion.



COMPARISON OF THE EFFECT OF CONDITIONED MEDIA OF 2 TYPES OF MESENCHYMAL STEM
CELLS ON WOUND HEALING IN MICE

ABSTRACT

Treatment of wounds that involve alterations in the process of healing and become chronic can generate a
high economic and social impact and negative consequences in patients, including pessimistic sensations,
that can affect even the personnel who takes care of them.

Health workers have been wondering how to improve the treatments in order to accelerate wounds healing.
One of the therapeutic alternatives with greater future in this field is cellular therapy using mesenchymal stem
cells (MSC), which stimulate wound repair, angiogenesis, and diminishes apoptosis and inflammation through
paracrine mechanisms. It is possible to find MSC in many tissues, mainly in the bone marrow (BMMSC) and
adipose tissue (ADMSC). Growth factors, that can accelerate the treatment of wounds, can be secreted to
culture medium and the conditioned medium (CM), may have a similar effect to MSC.

The goal of this research was to evaluate and compare CM of human BMMSC and ADMSC, obtained in
hypoxia and normoxia, during the process of wound healing in mice, determining their effect in wound repair
and to evaluate histological changes during the process. Hopefully these results could be useful in the near
future for patients with chronic wounds.



DEDICO ESTE TRABA)O A4
A DIOS, RUIEN PEMITIO FINALMENTE ESTE LOGRO

A MIS PADRES, OLGA Y RAFAEL, QUIENES HICIERON POSIBLE
ESTE SUENO CON SUAPOYD Y AMOR.
NO SE IMAGINAN CUANTO LOS AMO

A MIS HERMANOS ANA MARIA Y FABIAN POR APOYARME Y
ESTAR PENDIENTES DEMI Y MIS HILAS. LOS AMO MUCHO

A MIS HIJAS GRECIA VALERIA(POLLO) Y CRISTHAL SILVANNA(TATAL),
A RUIENES LES ROBE TIEMPO DE SU INFANCIA Y SU COMPANIA

Y FUERON MI MOTOR PARA CULMINAR MIS ESTUDIOS.

USTEDES SON MI ALMA Y MI RAZON DE SER Y VIVIR

LAS AMO CON EL CORAZON

A SOFIA, POR ACOMPANARME ESTE TIEMPO Y APOYARME

EN TODO MOMENTO, BUENOS Y MALOS, Y DARME SUAMOR.

TEAMO

A TOPOS Y CADA UNO DE LOS INTEGRANTES DE LAS FAMILIAS SANCHEZ
Y CUERVO POR SUAMOR Y APOYO DURANTE MI VIDA Y MIS ESTUDIOS

LOS AMO A TODOS.

IGRACIAS POR TODO!



AGRADECIMIENTOS

Al Doctor Orlando Chaparro Garzon, Ph.D., por su orientacion y guia durante este proceso.

A los docentes de la Unidad de Fisiologia, especialmente al profesor Miguel Martinez, por sus ensefianzas,
amistad y consejos y mostrarme que existen otras formas de desempefio docente; a la Doctora Zulma
Duefias, Ph. D., por su amistad, apoyo y guia durante mi estadia en esta universidad y en la Maestria.

Al profesor Manuel Rojas y a Rodrigo, laboratorista de Fisiologia de MVZ, por el préstamo del laboratorio para
la anestesia de los ratones de las pruebas piloto.

A los doctores Angel Yobani Sanchez M y Carlos Arturo Clavijo R. por la evaluacion del texto y sus
importantes sugerencias para mejorar el mismo; a la Doctora Lucia Botero y al Doctor Giovanni Torres por la
colaboracion en el analisis histopatoldgico.

A las profesoras de la Facultad de Enfermeria, especialmente a las profesoras Fanny Rincon, Elizabeth
Vargas, Martha Bejarano, Magda Solano y Martha Triana por su colaboracién y consejos durante mi
desempefio como docente de esta Facultad.

A Mary, nuestra secretaria de toda la maestria y quien siempre tuvo la respuesta indicada a nuestros tramites
y preguntas a la cual le adicionaba una gran sonrisa.

A Alba Rocio Gonzalez por su amistad, colaboracién y gentileza durante la realizacion de las pruebas pilotos
ya que sin su ayuda estas pruebas hubieran sido un desastre; Arturo Cortés y el personal del bioterio de MVZ
durante la realizacion de las pruebas experimentales por el cuidado de mis ratones y lo que aprendi con ellos.

A Luz Mery Tovar, Natalia, Laura, Juliana y Lupe, por su amistad, hospitalidad y paciencia conmigo y mi
familia en momentos dificiles. Gratitud perenne.

A las secretarias de la Facultad de Enfermeria, especialmente a las Marthicas, Nubiecita, Marly (aunque ya no
trabaje en la U), Pao, Sandra, Blanquita, Estelita, Glenis y Eunice (asi haya pasado a Medicina) por su
amistad, confianza, colaboracidn, diligencia y paciencia conmigo como profesor de la facultad; al personal de
Audiovisuales y el Centro de Informética de la Facultad de Enfermeria especialmente a Rosalbita, Libardo,
Pedrito y Joaquin por su colaboracion y paciencia con mis solicitudes de equipos.

A Adriana Gutiérrez y Atticus Pinzdn por compartir todo el tiempo en la maestria; Adriana Doncel, Itali Linero y
Diana Nufiez mis compafieras de grupo de investigacion; mis compafieros de maestria Ivan Alvarez, de quien
aprendi el manejo de los ratones, Leonardo, las Paoclas, Ana Maria Perdomo, Jeremy, Diego y todos aquellos
con los que comparti este tiempo

A Jerry y Bigotes y todos los ratones que con sus vidas hicieron posible esta investigacion. jGracias
muchachos por el sacrificio!

A todas y cada una de las personas que de alguna forma me colaboraron y aportaron en este tiempo de
aprendizaje y convivencia en Bogota.



TABLA DE CONTENIDO

LISTA DE FIGURAS ..ttt e et e e e e e e e e e e e e e eaabb e e e eeeas 11
LIST A DE TAB L AS et e et e e e e e e et e e e e ae e e aeeeas 12
INTRODUGCCION ....coiiiiiiii ettt ettt ee e 13
1. MARCO TEORICO ...ttt ettt sttt sttt n st n e te et eaanesaene s 14
1.1 FISIOLOGIA DEL PROCESO DE CURACION DE HERIDAS ........ccoovviieeieieeeesiseesesiesenenesneneen 14
1.2 FISIOPATOLOGIA DEL PROCESO DE CURACION DE HERIDAS .......ooovvovieeesieseniesesinees 16
1.3 TRATAMIENTOS PARA CURACION DE HERIDAS.........cooiiiiieiieeteeeeee e 18
1.4, CELULAS MADRE .....otituititiimseiseseessssssessssss s sssssss s ssssss st ssssssessssssssnssas 19
14.1.  ;Qué son las células madre y por qUE Se CAraCterizan? ...........ccceeveeeririseeenininieene s 19
1.4.2.  Clases de CEIUIAS MAUIE. .......coiiiiiiiee ittt ettt bbb bbbt e s b s eans 20
1.5. CELULAS MADRE MESENQUIMALES (MSC)......ccviiiieieeieeeeeesieeesissssessesss s essesseneos 20
1.5.1. Definicion de células madre mesenquimales (IMSC) ......ccccoeveiieierisier e 20
1.5.2. Caracteristicas y fUeNtes de 1aS MSC. .......cccviviiieiie et ens 20
1.5.3.  Efectos de hipoxia y normoxia €N IMSC..........cooiiieiiiiniiiic e 21
1.5.4. Sefalizacion paracring de 125 MSC.........ccoooiiiiiieiine e naens 21
1.5.5. Efectos teraplutiCoS de 185 IMSC. ..ot 22
1.5.6. Modelos animales y ensayos CliNiCOS CON MSC........ccooeiieiieiiiiieiceee e 23
1.5.7. Posibles efectos colaterales del tratamiento CON MSC. .........cccooeiieiiniineneee e 24
1.6. MEDIOS CONDICIONADOS (IMC).....couieiiiieiieiesiieie st sie ettt see st stesteseseeneeneanesseanens 25
1.6.1. Concepto de Medios Condicionados (IMC). ........couveireinirninieiseenre e 25
1.6.2.  Condicionamiento y 0btenCidn de MC..........ccvoiiiiii i 26
1.6.3.  Usosy formas de empleo de 10S MC.........cccco it 26
164, MC A IMSC. ..ottt bbb st e e b e s be et e e Rt et e Rt e te e teene e beene e bearee s 26
2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ... .. 30
B OBUIETIVOS ... e aaaaa 32
3.1 OBIETIVO GENERAL ..ottt sttt te et esnte e snaeeteesntaenteean e enseesnaeenseenns 32
3.2. OBIETIVOS ESPECTFICOS ...ttt et ee et en s s ene s, 32
4. HIPOTESIS ..ottt ettt 33
A1 HIPOTESIS NULA ..ottt 33



4.2 HIPOTESIS ALTERNA ..ottt 33

5. METODOLOGIA ..ottt ettt e e e e e e e e e e e e e ee e e e e e eeeeaeans 34
51 FLUJOGRAMA DE LA METODOLOGIA ..ottt ettt e teee st se st e e est e eese et anesanens 34
5.2 OBTENCION DE LOS MEDIOS CONDICIONADOS ....oouiiieeeeeeeeeeeeeseeeeseseeeeeeeeseseeesesssaneneeens 34
5.3. TRABAJO CON ANIMALES DE EXPERIMENTACION ... itteeeeeeeeeee et eeeeseeeeeeseeeeeeeeeneneeens 34
5.4. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS. ..ot teeeeeeeeeeeteteeeeet et ee et s s st sseseesse e essnaesesaneseenns 35
5.5. ANALISIS DE LAS HERIDAS. . ..o eeeteeeeeeeteeeeee et tee e teteeeeeet et et eesseteseeestasseesesteseseseseesseesesesssneeestasesnnens 35

Lo T R O =T 4 (o [T Fo 0T [ - VTR 35

5.5.2. Analisis hiStOPALOIOGICO. .....cviviviiiririieieii ittt ettt eb et 36
5.6. ANALISIS ESTADISTICO ..o ietoeeeeeeeeeee oo ee e e et eeeseseeees et seseesseeseseesseeseseeseeeseseseesseeseseesseeseenenneens 36
B. RESULTADOS .ottt e e e et e e e e e et e e e e e e et e e e e e re et e e e e e r e eenees 37
B.1. CIERRE DE LA HERIDA ..o eeeeeeeeeeeeeeeet ettt ettt ettt aset et et e et et st ea s seeses e e eeese e eeesanenanens 37
6.2. ANALISIS HISTOPATOLOGICO ....oiieteeeeeeeeeeeeeeeeee et ee et et e et s e st et en e seseseseese et anesaeens 45
T DISCUSION ..ottt ettt ettt e ettt et et et e et et et e et e et et e et et e e eeen s 60
7.1. CIERRE DE LA HERIDA ... oottt e et eeee e eee et eee et ee s st aesseseseeaeneseseeeseeeesesssnenessanenanens 60
7.2. ANALISIS HISTOPATOLOGICO ...eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eee s et eeeeeseeeeeeeeeeses e s sessseeesseseseseseeseseasenneens 61
CONCLUSIONES ... oottt e et e et et et e et e e e e e e e e eeeeens 63
RECOMENDACIONES. ... ettt ettt e e e e et e e e e e e ettt e e e e e e et e e e e e e e neneenaaas 64
BIBLIOGRAFIA .. oottt e et e et e e e e e e e e e 65
AINEXOS .ot e — et —————ee e e e —————aeeeae————————————————— 76

10



LISTA DE FIGURAS

Fig. 1. Fases de la curacion 0 NEMAAS. ........coeuririirrereeie sttt 14
Fig. 2. FASES 0 12 ANGIOGENESIS. .....cucvivrririeeireriersssess s eess sttt st es st eb s s st st nes 16
Fig. 3. Diferencias en la curacion de la herida normal y 1a herida aguda. ..., 17
Fig. 4. Flujograma de 12 MEtOAOIOGIA. .......curvrerierireirciriieires ettt bbbt 34
Fig. 5. LOCAlIZACION 0. 1S NEIIUAS ........evevvereiiiciriieiiees ettt 35
Fig. 6. Cierre de 1as heridas cOn MC A MO. ..o e s e 37
Fig. 7. Contraccion de las heridas con MC de MO.........ccoiiiiiininicnsiss e 38
Fig. 8. Evolucion del cierre de las heridas con MC de MO........cccoiiriricininesse s 38
Fig. 9. Cierre de 1as heridas Con MC A8 Ad. ..ot 40
Fig. 10. Contraccion de las heridas con MC de A ... 40
Fig. 11. Evolucion cierre de las heridas con MC d8 Ad.........ccovreriniiniiiensesssesssssss s ssssesssssens 41
Fig. 12. Cierre de las heridas con MC de MO-H Y AG-H ..o 42
Fig. 13. Contraccion de las heridas con MC de Ad-H Y MO-H.........ccoiiininesene e 43
Fig. 14. Evolucion Cierre de las heridas con MC de Ad-H Y MO-H...........ccciiiiiiiceincece e 43
Fig. 15. Imagenes histologicas de las heridas tratadas con MC de Ad-H. .........cccouvrenrienincninssess e, 47
Fig. 16. Imagenes histologicas de las heridas tratadas con MC de Ad-N. .......cccccoverirrrrieniineninssness e, 48
Fig. 17. Score histologico de 1as heridas con MC de Al .........cooueiriiriricseisee e 48
Fig. 18. Angiogénesis empleando MC de Ad @l Aia 7. .....c..cccviiriieics e 49
Fig. 19. Angiogénesis empleando MC de Ad al dial 14. .........cceiiiieicsice e 49
Fig. 20. Densidad capilar empleando MC 08 Ad. ........cviiiriiiriiesee s 50
Fig. 21. Im4genes histologicas de las heridas tratadas con MC de MO-H.......cc.cccvvnrnninneneneneseeseieeeene, 52
Fig. 22. Imagenes histologicas de las heridas tratadas con MC de MO-N........cccccoceriiiiniicnieee e, 53
Fig. 23. Score histologico de las heridas con MC de MO.........cccciiiiniicicce s 53
Fig. 24. Angiogénesis empleando MC de MO @l i@ 7.......ccovevevereinisicnsiess s 54
Fig. 25. Angiogénesis empleando MC de MO @l did 14. .......ccovevrinnienies e 54
Fig. 26. Densidad capilar empleando MC de MO. ..ottt 55
Fig. 27. Imagenes histologicas de las heridas tratadas con MC de Ad-H y MO-H.........ccccoovveieiiieniccescce e, 57
Fig. 28. Score histologico de las heridas con MC de MO-H Y AQ-H. .......cccouvrierininncicnie e, 58
Fig. 29. Angiogénesis empleando MC de Ad-H Yy MO-H @l dia 7 .......cccovievriinnicnrcsces s 58
Fig. 30. Angiogénesis empleando MC de Ad-H y MO-H al dia 14. .......ccovvviviennicnnesseese e 59
Fig. 31. Densidad capilar empleando MC de Ad-H Y MO-H.........cooviieiniiirs s 59

11



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas de las heridas agudas Y CrONICAS ........o.eurirreereeireinieireie et 16
Tabla 2. Principales técnicas y tratamientos actuales para heridas reportados en la literatura.............c.coococevinenans 18
Tabla 3. Trabajos con modelos animales empleando MSC ..o 23
Tabla 4. Ensayos clinicos donde se emplearon MSC como 0pciOn terapéutiCa...........ocovevrievrreiesnsienseiessneeenns 24
Tabla 5. Principales FC secretados por MSC y que son reportados en diferentes articulos ...........cooovvevrenenneens 27
Tabla 6. Trabajos donde se emplean MC como opcidn terapéutica en diversas patologias ...........ccovveerrerernereenns 27
Tabla 7. Puntuacion de cambios histoldgicos en la curacion de heridas ..........ccccvveeviieeiieeieeeieess s 36
Tabla 8. Resultados de los ANOVAS para la prueba 1: MC de MOH VS MON.......ccccoivuvinniniesneiesne e 37
Tabla 9. Resultados de los ANOVAS para la prueba 2: MC de Ad-H VS Ad-N .......ccovrinnninienseseeseneenees 39
Tabla 10. Resultados de los ANOVAS para la prueba 3: MC de Ad-H VS MO-H.........cccoveririnnnineninneneeneis 42

Tabla 11. Cambios en la reepitelizacion y el tejido de granulacion observados el dia 7 p.h. con los MC de Ad........ 45
Tabla 12. Cambios en el nimero de células inflamatorias y vasos sanguineos el dia 7 p.h. con los MC de Ad........46
Tabla 13. Cambios en la reepitelizacion y el tejido de granulacion observados el dia 14 p.h. con los MC de Ad. ....46
Tabla 14. Cambios en el nimero de células inflamatorias y vasos sanguineos el dia 14 p.h. con los MC de Ad. ....47
Tabla 15. Cambios en la reepitelizacion y el tejido de granulacion observados el dia 7 p.h. con los MC de MO......50
Tabla 16. Cambios en el nimero de células inflamatorias y vasos sanguineos el dia 7 p.h. con los MC de MO......51
Tabla 17. Cambios en la reepitelizacion y el tejido de granulacion observados el dia 14 p.h. con los MC de MO....51
Tabla 18. Cambios en el nimero de células inflamatorias y vasos sanguineos el dia 14 p.h. con los MC de MO....52

Tabla 19. Cambios en la reepitelizacion y el tejido de granulacion observados el dia 7 p.h. con los MC de Ad-H y

IMO-H. 1.ttt 55
Tabla 20. Cambios en el nimero de células inflamatorias y vasos sanguineos el dia 7 p.h. con los MC de Ad-H y
IMIO-H. .ttt b b1 R b bR £ £ AR R bbb Rt et eR bbbt e e 56
Tabla 21. Cambios en la reepitelizacion y el tejido de granulacion observados el dia 14 p.h. con los MC de Ad-H y
IMO-H. 1.ttt 56
Tabla 22. Cambios en el niimero de células inflamatorias y vasos sanguineos el dia 14 p.h. con los MC de Ad-H y
IMIO-H. .ttt b b1 R b bR £ £ AR R bbb Rt et eR bbbt e e 57

12



INTRODUCCION

En medicina el proceso de curacion de heridas en pacientes que han sufrido diversas patologias, ha tenido
grandes avances en los Ultimos afios. Se ha pasado de los simples tratamientos donde sdlo se lavaba, se
desinfectaba y se cubria nuevamente la herida a procedimientos de Ultima generacidén como cubrirlas con
injertos de piel tanto autélogo como alogénico, ldminas de queratinocitos cultivados del mismo paciente o de
donantes hasta constructos de piel sintética y la misma ingenieria de tejidos y la terapia celular.

Todos estos nuevos tratamientos tienen ventajas que los hacen ser una buena eleccion por parte del personal
médico pero no dejan de tener algunos inconvenientes y desventajas que pueden impedir su uso y aplicacion
exitosa como lo es el rechazo inmunoldgico por parte del receptor, la dificultad técnica de obtener algunas de
dichas coberturas, las implicaciones ético-religiosas del uso de tejidos de cadaveres o de animales o los
grandes costos econdémicos que implica la tecnologia para obtener estos nuevos métodos de curacion.

En este orden de ideas, la terapia celular aparece en este escenario como una de las mejores opciones de
tratamiento, especialmente con el empleo de MC de células madre mesenquimales (MSC), tanto las de
médula dsea (BMMSC) como las de tejido adiposo (ADMSC). Existen trabajos, empleando diferentes modelos
animales y algunos ensayos clinicos, que muestran prometedores resultados y que sugieren que los MC
pueden ser empleados como opcidn terapéutica en diversas patologias para las cuales otros tratamientos no
han sido efectivos o han tenido efectos secundarios no deseados de diversa indole.

Este proyecto pretende comparar estos MC en un modelo murino para comprobar el efecto de estos en el
proceso de cicatrizacion de heridas de piel con la posibilidad de aplicar dichos hallazgos, posteriormente, en
pacientes con heridas crénicas de dificil curacion.
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1. MARCO TEORICO

1.1 FISIOLOGIA DEL PROCESO DE CURACION DE HERIDAS

La piel funciona como una barrera fisica para evitar numerosos dafios y tiene un papel primordial para el
mantenimiento de la homeostasis. Cuando se presentan heridas que comprometen su estructura, empieza
una serie de reacciones altamente ordenada de eventos bioldgicos, celulares y quimicos que restauran la
homeostasis alterada. La eficiencia y el proceso completo de la curacién de la herida son factores criticos
para el bienestar de cualquier paciente (Hom, 1999; Falanga, 2005; Kapoor M. et al, 2006).

Estos procesos dindmicos han sido determinados en modelos animales y no pueden ser separados
claramente ya que dichos eventos se agrupan en cuatro fases que se sobrelapan entre si: coagulacion,
inflamacion, migracion-proliferacion y remodelacion (Falanga, 2005; Enoch S et al, 2005) (Fig. 1):

Fig. 1. Fases de la curacion de heridas. Modificado de Enoch, Stuart; Leaper, David John. Basic science of wound healing. Surgery
23: 2, 2005 The Medicine Publishing Company Ltd. MEC: Matriz extracelular; MMP: Metaloproteinasas: TIMP: Inhibidores tisulares de
metaloproteinasas.

Las fases de curacion de una herida son las siguientes:

Fases 1y 2: Coagulacién o hemostasis e inflamacion: Es la primera reaccion de la piel después de la
lesion para evitar la pérdida de fluidos, detener agentes patdgenos y proveer una cobertura temporal a la
herida. Este cierre temporal se da por vasoconstriccidn y por acumulacion de plaquetas que forman un tapén
que se encuentran en una malla de fibrina, fibronectina, vitronectina y tromboespondina (Singer AJ, 1999 en
Falanga, 2005; Kapoor M. et al, 2006).
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En este tapon, las plaquetas se activan y secretan FC importantes en el reclutamiento de neutréfilos y
macrofagos asi como en la formacion tardia de la matriz extracelular (MEC). Los neutrdfilos y los monocitos,
que se convierten en macrofagos, participan en la debridacion de la herida y producen FC claves para
mantener el proceso de reparacion como CTGF (factor de crecimiento de tejido conectivo), PDGF (factor de
crecimiento derivado de plaquetas), VEGF (factor de crecimiento vascular endotelial), EGF (factor de
crecimiento epidermal), etc. (ver tabla 5) (Martin P, 2004 en Falanga, 2005; Kapoor M. et al, 2006).

Inmediatamente se presenta el dafio, la herida se encuentra hipdxica, situacion que prepara para la migracion
de queratinocitos, angiogénesis temprana, proliferacion y expansion de fibroblastos y la transcripcion y
sintesis de FC y citoquinas trascendentales como PDGF, VEGF y TGF- 1 (factor de crecimiento
transformante beta 1) (Falanga, 2004 en Falanga 2005; Kapoor M. et al, 2006).

Fases 3y 4: Proliferacion - migracion y remodelamiento: La fase de proliferacion va del 5° hasta el dia 14
e involucra la reparacion de las capas de la piel. En los 2-3 dias siguientes a la herida, los fibroblastos,
macrofagos y tejido vascular forman el tejido de granulacion, que incluye miofibroblastos (Mehendale FMP,
2001 en Falanga 2005; Kapoor M. et al, 2006; Rhett JM, et al, 2008).

Gracias a la nueva MEC, el tejido de granulacién y la aparicion de miofibroblastos, se produce una
contraccion rapida de la herida. La contraccion puede verse afectada por infecciones o por desbalance en el
remodelamiento de la MEC. Las proteinas de la MEC (colageno, fibronectina y vitronectina) suministran una
base para la migracion celular al modificar el comportamiento celular y devuelven la integridad y la funcién al
tejido lesionado (Falanga, 2002 en Falanga, 2005).

La migracién de los queratinocitos es imprescindible en la curacidn de la herida para formar nueva epidermis;
los fibroblastos y las células endoteliales son reclutadas para formar el tejido de granulacion, al tiempo que las
metaloproteinasas de la matriz (MMPS) y proteasas séricas degradan la matriz y regulan la migracién celular
(Singer AJ, 1999; Toy LW, 2005 en Falanga 2005; Rhett JM et al, 2008).

La angiogénesis es fundamental en la curacion de la herida. Comienza con la degradacion de la membrana
basal de los vasos parentales, permitiendo la formacion de un “brote capilar” (Kapoor M. et al, 2006). (Fig. 2)
Los brotes de capilares invaden el tapdn y organizan una red microvascular en el tejido de granulacion. Al
acumularse coldgeno en el tejido de granulacién, la densidad de vasos sanguineos disminuye
progresivamente y la perturbacion de este proceso puede desarrollar heridas crénicas (Enoch S, 2005).

Luego de migrar los queratinocitos, la herida entra en fase de maduracion y continGia la remodelacion del
tejido de granulacién (Rhett JM et al, 2008). Esta fase requiere un balance entre sintesis y degradacion del
colageno. Las MMPs rompen el colageno sintetizado y el equilibrio se alcanza luego de tres semanas
(Williamson D, 2004).
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Fig. 2. Fases de la angiogénesis. Modificado de Daniel, Thomas; Abrahamson, Dale. Endothelial signal intregration in vascular
assembly. Annu. Rev. Physiol. 2000. 62:649-71.

1.2 FISIOPATOLOGIA DEL PROCESO DE CURACION DE
HERIDAS

Al trastornarse una 0 mas fases de la curacion, el efecto es la alteracion de este proceso que puede empeorar
si existen patologias que impidan, bloqueen o alteren el normal funcionamiento celular. De acuerdo con lo
anterior, las heridas se pueden clasificar en agudas y cronicas y sus principales caracteristicas se describen
enla Tabla 1y la Fig. 3 (Falanga, 2005):

Tabla 1. Caracteristicas de las heridas agudas y crénicas

HERIDAS AGUDAS HERIDAS CRONICAS
o No se presentan defectos patofisiolégicos. ¢ Presentan anormalidades fisiopatoldgicas.
e Su curacion es rapida. o Curacion lenta.
o Menor gasto energético para curar. o Alto consumo energético en proceso de curacion.
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o Siguen en orden las fases de curacion (fig. 1).
o Niveles normales de citoquinas, MMPs y

actividad celular.
o Flujo normal de neutrdfilos.

e Abundan los FC y su degradacion es baja.

No siguen el orden de las fases de curacion.
Presentan niveles incrementados de citoquinas,
MMPs y actividad celular (Bjarnsholt T et al, 2008).
Presentan flujo continuo de neutrdfilos que liberan
enzimas citotoxicas que pueden causar dafio en el
tejido hospedero (Bjarnsholt T et al, 2008).

Los FC disminuidos y su degradacion es alta.
(Falanga, 2005).
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Fig. 3. Diferencias en la curacién de la herida normal y la herida aguda. Modificado de Hom, David B. Contemporary concepts and
progress in wound healing [Head And Neck Reconstruction]. 1999 Lippincott Williams & Wilkins, Inc. Volume 7(4) August 1999 p 193.

Las heridas cronicas, de acuerdo con las caracteristicas patogénicas mencionadas antes, se pueden agrupar
en varias categorias cuyos tratamientos varian de acuerdo a dichas particularidades:
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e Ulceras venosas de las piernas, producidas por el malfuncionamiento de las valvulas venosas que
originan un aumento en la presion capilar y edema que desarrolla la tlcera, cuyo tratamiento frecuente es
la compresion de la misma.

e Ulceras de pie diabético originadas por sobrecarga repetida en el pie isquémico, y el procedimiento de
eleccion para estas Ulceras es reducir la sobrecarga y mejorar la circulacion en la extremidad.

 Ulceras por presion son otro grupo de patologias causadas por un exceso de carga en diferentes areas
vulnerables de un paciente inmovilizado y cuya mejoria se logra con colchones vy sillas especiales y
cambios frecuentes de posicion (Lerman OZ et al, 2003 en Bjarnsholt T et al, 2008).

En algunas ocasiones, a pesar del tratamiento y las indicaciones correctas, algunas de estas heridas no
sanan 0 lo hacen de forma muy lenta a causa de disfunciones de los fibroblastos, defectos del sistema
inmune, cancer, mala nutricion, obesidad, uso de sustancias alucindgenas, alcoholismo y tabaquismo, lo que
frena el proceso de curacion de la herida y pueden deteriorarla (Bjarnsholt T et al, 2008).

En las heridas cronicas, el proceso de contraccidn, en ocasiones, produce contractura de la cicatriz debido a
miofibroblastos que no son inducidos a apoptosis y la produccién de MEC por parte de los fibro y
miofibroblastos que originan rigidez en la cicatriz, sumado a las fuerzas ejercidas por los miofibroblastos que
contribuyen a formar cicatrices hipertréficas. (Enoch S, 2005).

1.3 TRATAMIENTOS PARA CURACION DE HERIDAS.

Por lo anteriormente expuesto, ha sido una preocupacion del cuerpo médico y cientifico, buscar nuevas
formas de acelerar el proceso de curacion y cicatrizacion de heridas, ya sea mejorando los diferentes
tratamientos clinicos existentes (vendajes y limpieza de heridas, técnicas quirlrgicas, etc.) o innovando
tecnologias de mayor complejidad (uso de membrana amniética humana, injertos de piel autdlogos, cultivo de
keratinocitos, terapia celular, terapia génica, citoquinas, ingenieria de tejidos etc.) (Barroetabefia A et al, 2002;
Atiyeh, B S et al, 2005; Akita, S., 2007).

De los avances y técnicas mas importantes para el proposito de la curacién de heridas vale la pena resaltar
las siguientes, apreciando sus ventajas y desventajas (Tabla 2):

Tabla 2. Principales técnicas y tratamientos actuales para heridas reportados en la literatura

TRATAMIENTO USOS VENTAJAS DESVENTAJAS
MEMBRANA Tratamiento de |e Preserva la cama de la herida. o Dificil manipulacion.
AMNIOTICA quemaduras. o Mantiene bajo conteo bacterial. e Riesgo de contaminacion por virus.
(Gajiwala K, 2004 en e Reduce pérdida de proteinas,
Atiyeh B.S. etal, electrolitos y fluidos.
2005).
Heridas o Mejora cobertura de piel lesionada |e Crecimiento de hojas epidermales
INJERTO extensas. con piel sana y de calidad (Tanner | lentoy sen§ibles a infgcciones.
AUTOLOGO JC et al, 1964 en Ruszczak Z, |e Regenerau(’)n. dérrmca lenta y
2000). prolongada, piel débil y ampollada
(Ruszczak Z, 2000).
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CULTIVOS Y Tratamiento de |e Evita incomodidad de recoleccién |e Retraso para proveer las hojas de
TRANSPLANTES DE | quemaduras del injerto. queratinocitos.
QUERATINOCITOS | severas de |e Gran érea de superficie obtenida |e Fragilidad, dificultad de manejo y
(BannaschHetal, | espesor total. de una biopsia pequefia. costos altos (Braye F et al, 2000 en
2003 en Atiyeh B.S. Atiyeh B.S. et al, 2005).
et al, 2005).
Heridas de |e Puede hloguear la activacion [ Aplicacion local poco efectiva por
quemaduras inmediata de cascadas | enzimasy proteasas de la herida.
extensas. inflamatorias. e Grandes cantidades para efectos
CITOQUINAS terapéuticos.
e Se necesita de exposicion repetida
o prolongada. (Eming SA et al,
1997 en Hom D, 1999).
) Conseguir e Respuesta a excesiva demanda y | e Altos costos de produccion.
INGENIERIA DE sustitutos  que poca oferta de 6rganos.
TEJIDOS mejoren, e Transicion de o6rganos de
(Muschler GF etal, | potencien 0| reemplazo con bioinjerto a
2004 en Arosarena O, | reemplacen drganos de reemplazo con células
2005). organos con una base de material durable.
corporales.

En los ultimos afios, la terapia celular emerge como terapia dirigida al reemplazo o reparacién de tejidos
dafiados y presenta el mayor potencial de aplicacién y de resultados positivos por su facilidad de aplicacion
(Kinnaird T et al, 2004 en Ocke P, 2005). Se destaca el hecho de empezar a tratar diferentes patologias, entre
ellas heridas, empleando MSC extraidas, principalmente, de tejido adiposo (ADSCs) o de médula 6sea
(BMMSCs). (Badiavas E, 2003; McFarlin K et al, 2006; Bobis et al, 2006; Kim W-S et al, 2007). Estas células,
al ser transplantadas, ejercen un efecto benéfico a través de FC con efectos angiogénicos y antiapoptdticos
que limitan la extension del dafio y ayudan a restablecer el suministro sanguineo (Fang BJ et al., 2004 en da
Silva Meirelles et al, 2008).

1.4. CELULAS MADRE

1.4.1. ¢(Qué son las células madre y por qué se caracterizan? Las células madre se
pueden definir como un grupo de células indiferenciadas o inmaduras que poseen dos caracteristicas
principales: capacidad de autorrenovacion y capacidad de diferenciacion. La autorrenovacion es asimétrica
ya que una de las células conserva dicha capacidad y la otra entra a diferenciacién en al menos, un tipo de
células de un linaje especializado, incluso luego de un periodo de inactividad (Stocum D, 2001; Sadiq T.S.,
2004; Beltran O et al, 2005; Aejaz H.M. et al, 2007; Cha J., 2007).

Ademas de las caracteristicas anteriores, estas células tienen un enorme potencial de expansion; pueden
diferenciarse a otros tipos celulares distintos a las células de los 6rganos en los que residen, capacidad
conocida como plasticidad, y pueden permanecer “dormidas” o quiescentes en sus microambientes hasta que
un estimulo adecuado las hace entrar nuevamente en sus ciclos vitales, situacion que las protege de
potenciales dafios y las convierte en una terapia promisoria para el tratamiento de diferentes patologias (Vats
A et al, 2002; Bongso A, 2004; Sadiq T, 2004; Yen C.C., 2006; Hatina J, 2008).
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1.4.2. Clases de Células Madre. Las células madre se pueden clasificar de acuerdo con el grado de
potencialidad y segun su origen. Por el primer criterio, se clasifican en; 1) Totipotentes:; células con la
capacidad de originar un organismo y todos los tipos de células y tejidos que lo conforman, incluyendo tejido
extraembrionario, situacion que se presenta en el cigoto y los primeros 16 blastémeros resultantes del clivaje
del cigoto; 2) Pluripotentes: células con la capacidad de diferenciarse a células que se derivan de las tres
capas embrionarias como en el caso de las células madre embrionarias (ESC), excepto tejido
extraembrionario y 3) Multipotentes: células con una capacidad de diferenciacion limitada a células de un
tejido determinado como las MSC (Vats A et al, 2002; Bongso A, 2004; Fortier L.A., 2005; Beltran O et al,
2005; Aejaz H.M. et al, 2007).

Segun su origen, se clasifican como 1) Embrionarias (ESC) que se derivan de las células de la masa interna
del blastocisto y 2) Adultas o sométicas (ASC) células indiferenciadas que se hallan en tejidos maduros, como
médula 6sea, higado, tejido adiposo, pulpa dental, sangre de cordon umbilical, etc., con capacidad de
renovacion constante como las células madre hematopoyéticas (HSC) y las MSC. Las ESC y ASC se
diferencian entre si por su localizacion, morfologia, citologia, receptores celulares de superficie y factores de
trascripcion (Vats A et al, 2002; Bongso A, 2004; Musina R.A. et al, 2004; Fortier L.A., 2005; Beltran O et al,
2005; Aejaz H.M. et al, 2007).

1.5. CELULAS MADRE MESENQUIMALES (MSC)

1.5.1. Definicién de células madre mesenquimales (MSC). Las MSC son una subpoblacion
de células indiferenciadas heterogéneas multipotentes no hematopoyéticas, de origen mesodérmico, que se
pueden encontrar en la médula 6sea y pueden diferenciarse a adipocitos, condrocitos y osteoblastos al ser
nuevamente reintroducidas in vivo (Owen ME, 1988 en Zandstra P.W., 2001; Musina R.A et al, 2004).

1.5.2. Caracteristicas y fuentes de las MSC. Las MSC se caracterizan por ser un tipo de célula
con forma fibroblastoide que se pueden encontrar ampliamente distribuidas en el cuerpo en mdltiples 6érganos
a los cuales emplea como fuente para proliferar y luego diferenciarse en diferentes fenotipos de células
mesenquimales (Gronthos S et al, 1995; Kusnetsov SA et al, 1997; Villaron EM et al, 2004 en Dazzi F et al,
2006; da Silva et al, 2008 en da Silva et al, 2009; Wagner J, 2009).

Ademés de estas caracteristicas, el Comité de Células Madre Mesenquimales y Tisulares de la Sociedad
Internacional para Terapia Celular (ISCT) establecid 3 criterios minimos para definir las MSC: 1) ser
adherentes al plastico en condiciones estandar de cultivo en laboratorio, 2) deben ser positivas en la
expresion de marcadores de linaje como Stro-1, CD90, CD73, CD13 y CD105 y negativas para CD11h, CD19,
CD45, CD34, CD14, CD79a y HLA-DR, aunque persiste la dificultad de encontrar los marcadores moleculares
que permitan su identificacion apropiada in situ, y 3) capacidad de diferenciarse en osteoblastos, adipocitos y
condroblastos in vitro (da Silva Meirelles et al, 2008; Biancho P et al, 2001, Dominici M et al 2006 y Traktuev
DO et al, 2008 en da Silva Meirelles et al, 2009; De Ugarte DA et al, 2003 en Sensebé L et al, 2010; Dominici
M et al, 2006 en Hocking A'y Gibran N, 2010).
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Las MSC pueden estar presentes en la mayoria de los érganos como membrana sinovial, cordén umbilical,
intestino, higado, tejido adiposo, musculo estriado, pericitos, pulmén, pulpa dental, fluido amniético y piel pero
para propositos terapéuticos son la sangre de corddn umbilical, el tejido adiposo y la médula dsea las fuentes
mas convenientes para aislarlas (Potten CS, 1990, Michalopoulos GK, 1997, Watt FM,1998 en Zandstra P.W
et al, 2001; Friedenstein AJ et al, 1974 en Guillot PV et al, 2007; Baksh D et al, 2004, Da Silva Meirelles L et
al, 2006 en Chen Y et al, 2008).

En este orden de ideas, la médula dsea se constituye como el reservorio mas confiable y rico en MSC aunque
hay otras fuentes de fécil accesibilidad como el tejido adiposo ya que algunos estudios sugieren que las MSC
aisladas de éste presentan también la capacidad de diferenciacion a multiples linajes, caracteristicas
hiologicas similares a las MSC de médula 6sea y propiedades inmunol6gicas que pueden suprimir la
activacion de células inmunes y participar en mecanismos de reparacién a través de una variedad de
mecanismos paracrinos (He Q et al, 2007 en Chen Y et al, 2008; Puissant B et al, 2005, Hoogdujin MJ et al
2007, Hematti P 2008 y Trivedi P and Hematti P 2008 en Hanson S et al, 2010).

1.5.3. Efectos de hipoxia y normoxia en MSC. El oxigeno, ademas de ser un importante
sustrato metabélico para las funciones celulares, es una fuerte molécula de sefializacion para las células tanto
in vivo como in vitro y que puede afectar diferentes caracteristicas de las mismas. (Csete M, 2005; Lee EY et
al, 2009; Abdollahi H et al, 2010).

Las células, incluyendo las MSC, en sus microambientes, soportan concentraciones de oxigeno, en promedio,
inferiores al 4%, dependiendo de la localizacion, y las respuestas celulares ante la hipoxia varian segun las
condiciones de su microambiente. Esta situacion contrasta con lo que sucede en el laboratorio, puesto que los
cultivos celulares se mantienen con una concentracion del 21%, lo que es subdptimo para las células madre,
quienes incrementan su crecimiento y prolongan su pluripotencia al ser mantenidas en sus condiciones de
concentracion de oxigeno fisiologicas (Lennon DP et al, 2001, Grayson WL et al, 2007 en Lee EY et al, 2009;
Csete M., 2005 y Ma Grayson F. et al, 2009 en Abdollahi H et al, 2010).

Ahora bien, si las MSC, tanto de médula 6sea como de tejido adiposo, son cultivadas en condiciones de
hipoxia, su tasa de proliferacién y expansion mejora al simular el bajo ambiente de oxigeno en que viven a
nivel tisular; ademas, la expresion de los FC proangiogénicos y antiapoptéticos aumenta en los medios de
cultivos los que, al ser empleados en MC, disminuiran la extension de muerte celular en los tejidos que rodean
las areas lesionadas, mejorando asi la perfusion y reduciendo la necrosis (Lennon et al, 2001 en Csete M,
2005; Studer L et al, 2000, Rehman et al, 2004; Moon et al, 2006 en Beltran, 2007; Grayson WL et al, 2007 en
Abdollahi H et al, 2010).

1.5.4. Sefializacion paracrina de las MSC. Diferentes articulos reportan evidencias de que es la
sefializacién paracrina el principal mecanismo responsable, y no la diferenciacion en otros fenotipos celulares,
de los efectos benéficos sobre otras células y el proceso de reparacion de las heridas.

Estos mecanismos paracrinos, y los FC que secretan, son los responsables de la proliferacion, reclutamiento
y migracion de queratinocitos epidérmicos, fibroblastos dérmicos y células endoteliales durante el proceso de
curacion de la herida, situacion que permite un cierre mas rapido de la herida, por lo que la sefializacion
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paracrina tiene potenciales efectos benéficos sobre la angiogénesis, reepitelizacion y fibroproliferacion
durante el proceso de cicatrizacion (Kim W.S et al,2007, Chen L et al, 2008 y Lee E.Y. et al, 2009 en Hocking
AM, 2010).

1.5.5. Efectos terapéuticos de las MSC. En multiples ensayos in vivo se ha demostrado que las
células madre tienen una baja tasa de implantacion y de diferenciacion en tejidos lesionados y no contribuyen
de manera significativa a la regeneracion tisular. No obstante estos resultados, mdltiples estudios han
demostrado que las MSC pueden ser empleadas como efectivas herramientas terapéuticas gracias a los
efectos paracrinos que pueden ejercer hiomoléculas activas secretadas sobre otras células, asi las MSC no
injerten adecuadamente o no se diferencien, ademas de contar con la capacidad de establecerse en sitios
lesionados, 1o que aumenta las propiedades regenerativas de las MSC, incrementado la probabilidad de que
las células o sus hiomoléculas encuentren rapidamente los sitios donde se necesitan sus efectos paracrinos,
lo que es de gran interés para aplicaciones clinicas (Caplan Al, et al, 2006 y Karp JM et al, 2009 en da Silva
Meirelles et al, 2009).

Los efectos terapéuticos de las MSC se pueden agrupar en las siguientes categorias:
o Efectos troficos: Este conjunto de efectos comprende:

- Efectos antiapoptoticos: Autores como Togel et al (2007), encontraron, al analizar MC de MSC, FC
como VEGF, HGF, factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1) y otros, los cuales se ha visto
que mejoran la supervivencia y el crecimiento celular endotelial; similares resultados obtuvieron
Parekkadan et al (2007) ademas que mostraron como las MSC reducen la mortalidad de ratas
sometidas a falla hepética fulminante a 57% respecto al 86% del grupo control.

- Efectos de crecimiento y diferenciacién: Con la secrecién de FC como SCF, LIF, IL-6, M-CSF por
parte de MSC en experimentos in vitro, se ha observado la capacidad que tienen para soportar la
hematopoyesis en estos estudios, ademas de ejercer efectos regulatorios en la autorenovacion,
proliferacion y diferenciacion de HSC (Phinney D, 2007; Chen Y et al, 2008; van Poll D. et al, 2008;
Haynesworth SE et al, 1996 y Majumdar MK et al, 1998 en da Silva Meirelles et al, 2009).

- Neovascularizacién: La angiogénesis durante la curacion de una herida es fundamental en la
recuperacion de los tejidos afectados siendo, quiza, una de los efectos mas importantes que pueden
ejercer las MSC. Este efecto proangiogénico se ha demostrado con diversos estudios, como el
realizado por Kinnaird T et al (2004) empleando modelos de isquemia en extremidades; el modelo de
infarto cardiaco en conejos efectuado por Wang Jian-an et al (2005) o el realizado por Hung SC et al
(2007) donde los MC de MSC pueden inhibir la apoptosis de células endoteliales cultivadas en
hipoxia asi como pueden promover la formacion de estructuras similares a capilares in-vitro.

e Efectos inmunomodulatorios: Las propiedades inmunmodulatorias de las MSC se han demostrado en
multiples trabajos, por ejemplo, los de Di Nicola M et al (2002), Krampera M et al (2003), Rasmusson | et
al (2007) y Martinet L et al (2009), citados en da Silva Meirelles et al (2009), donde reportan que las MSC
pueden inhibir la proliferacion de células T. También se ha reportado como las MSC pueden inhibir o
promover la proliferacion de células B, suprimir la actividad de células natural killers (NK) y pueden
modular el perfil de secrecién de citoquinas de células dendriticas y macréfagos (Aggarwal S et al, 2005;
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Corcione A et al, 2006; Sotiropoulou PA et al, 2006; Spaggiari GM et al, 2006; Traggiai E et al, 2008 y
Nemeth K et al, 2009 en da Silva Meirelles et al, 2009).

o Efectos anticicatriz: En una situacion de lesion de un tejido, los pericitos (células perivasculares que
pueden actuar como MSC locales) empiezan a secretar HGF en respuesta a bFGF con claros efectos
antifibroticos e inmunomodulatorios y, al ser administradas MSC expandidas en cultivo, aumenta la
produccion de HGF, siempre y cuando dicha administracion sea antes que se produzca una fibrosis
masiva (da Silva Meirelles et al, 2008 y Suga H et al, 2008 en da Silva Meirelles et al, 2009).

e Efectos quimioatrayentes: Los efectos paracrinos de las MSC son referidos como efectos tréficos
producidos por diferentes moléculas quimioatractantes como la MCP-1, CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1B),
etc., igualmente citoquinas paracrinas y FC que pueden actuar sobre monocitos, eosinéfilos, neutréfilos,
células T inactivas y de memoria, células B, células NK y progenitores endoteliales entre otras (Kinnaird T
et al, 2004 en da Silva Meirelles et al, 2008; van Poll D. et al, 2008).

1.5.6. Modelos animales y ensayos clinicos con MSC. Mulltiples estudios han obtenido
resultados donde las MSC muestran el potencial que tienen para reparar tejidos, y en humanos han sido
empleadas para el tratamiento de diferentes enfermedades (Keating 2006 en Chen, L et al, 2008). Vale la
pena resefiar algunos trabajos, de diferentes partes del mundo, donde se emplearon MSC, BMMSCs,
ADMSCs y mostraron su potencial de reparacion.

Los siguientes trabajos fueron realizados empleando diferentes modelos animales (Tabla 3):

Tabla 3. Trabajos con modelos animales empleando MSC

MODELO - CELULAS RESULTADOS CONCLUSION(ES) REF
EMPLEADAS SIGNIFICATIVOS DESTACADA(S)

Infarto  cardiaco en ® Mejord la funcion cardiaca. | Sugieren a las hMSC como e Xiang, Mei-
conejos. o Diferenciacion de hMSC en | fuente para transplantes para | xiang et al.,
BMMSC humanas | cardiomiocitos. reparar dafio luego de infarto | 2005.
(hMSC). Regeneracion de estructuras | agudo.

vasculares.
Heridas incisionales |» Heridas mejoraron luego de la | Terapia celular con BMMSCs @ McFarlin,
cutdneas y en fascia | inyeccion de BMMSCs. tienen potencial para aumentar | Kellie et al,
abdominal en ratas. Mejor6 fuerza tensil de la | lacuracion de heridas. 2006.
BMMSCs. herida.

Maduracion histoldgica rapida
Expansion y purificacion @ Injertos de MSC tomaron | Las MSC entregadas | Fu, Xiaohing
de MSC de cerdos | fenotipos de 3 tipos celulares | localmente mejoran la curacion | et al., 2006.
diferenciadas a células | distintos. de las heridas resultando en
endoteliales vasculares f Heridas realizadas a los | una adecuada regeneracion de
y epidérmicas. cerdos, mejoraron con MSC. la piel.
Modelo murino de | La administracion de MSC | El potencial de MSC para o Semedo, P. et
isquemia renal y dafio | atenud dafio renal. modular isquemia y dafio por | al., 2007.
por reperfusion. Niveles de urea plasmatica y | reperfusion que conduce a
MSC de médula dsea | creatinina sérica redujeron regeneracién temprana  del
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de rata. luego de la reperfusion. tejido lesionado.
e Regeneracion de tejidos
renales més rapido con MSC.
e Modelo murino de |¢ Las ADMSCs redujeron el o Las ADMSCs estan adaptadas @ Kim,  Won-
heridas de grosor total. tamafio de la herida. para curacion de heridas. Serk et al,
e ADMSCsen procesode |¢ Las ADMSCs aceleraron o Los FC derivados de las | 2007.
curacion de heridas. reepitelizacion. mismas promueven la curacion
de heridas.
Dentro de los estudios y ensayos clinicos se pueden mencionar los siguientes (Tabla 4):
Tabla 4. Ensayos clinicos donde se emplearon MSC como opci6n terapéutica
PATgIE%GTlleS__NTL.Jr“éERO RESULTADOS CONCLUSION(ES) REF
APLICADO SIGNIFICATIVOS DESTACADA(S)
Heridas cronicas que no [ Cierre de las heridas y o Reconstruccién dermal y cierre |¢ Badiavas, E. y
curan » Reconstruccion termal de heridas en todos los | Falanga; vV,
3 pacientes e Se observo injerto adecuado | pacientes 2003
BMMSC de células aplicadas

Enfermedad de Buerger
34 pacientes
Transplante autélogo de

13 pacientes presentaron
curacion de heridas que no
curaban

El transplante de BMMSCs es
un medio simple, seguro y
efectivo de inducir angiogénesis

e Kim, Dong-Il et
al., 2006

BMMSCs o 16 pacientes presentaron | en  pacientes con  esta
desarrollo de vasos | enfermedad
sanguineos
Dafios por radiacion e Al combinar hMSC, bFGF y o Proponen opciones |o Akita, Sadanori
Estudio mixto con | Pelnac® en lesiones por | terapéuticas para el tratamiento | etal., 2007
pacientes y ratones | radiacion aguda hay mejoria | de lesiones por radiacion tanto
desnudos en la reparacion de la piel local como sistémica de piel y
Uso de hMSC en [» Hay menos tejido necrético tejidos blandos.
modelos de lesion por
radiacién severa
Dermopatias de dificil » La mayoria de las heridas |¢ El compuesto para injertos de @ Yoshikawa,

curacion

20 pacientes

Injertos de piel artificial
con BMMSC humanas

curaron en 18 de los 20
pacientes

El trasplante de BMMSC fue
terapéuticamente efectivo

piel artificial y MSC es una
técnica  excelente, poco
invasiva y con gran potencial.

Takafumi et al.,
2008

1.5.7. Posibles efectos colaterales del tratamiento con MSC. A pesar de las multiples
ventajas que puede representar la aplicacion de MSC, diversos estudios han reportado algunos efectos
adversos o la posibilidad de que puedan llegar a presentarse:

e Houghton J et al, en 2004, reportaron como células madre de médula 6sea, contribuyeron a la aparicion
de cancer géstrico al asociarse a Helicobacter pylori bajo condiciones de inflamacion crénica (Houghton J
et al, 2004 en Yen B, 2008)
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e La evidencia aportada por Zhu et al, en 2006, permite apreciar que las MSC, al inyectarse por via
subcutanea junto con células tumorales, aumentan el tamafio del tumor al aumentar las tasas de necrosis
tumoral y de angiogénesis (Zhu et al, 2006 en Lepperdinger G et al, 2008)

e Sundin et al, en 2006, describen como 3 de nueve pacientes, a quienes se les administraron MSC,
desarrollaron infecciones virales (Sundin M et al, 2006 en van Poll D. et al, 2008).

e En 2007, el equipo de Matushansky et al, sugieren que, tedricamente, las MSC pueden ser
tumorogénicas a través de varios mecanismos. Asi mismo, también insintian que las MSC se pueden
transformar en sarcomas cuando la via de sefializacion Wnt es suprimida (Matushansky | et al, 2007 en
van Poll D. et al, 2008).

e Resultados similares obtuvo Djouad et al, con estudios en modelos animales, donde observd como
aumentaba el crecimiento de tumores luego del transplante de MSC (Djouad F et al, 2003; Djouad F et al,
2006 en van Poll D. et al, 2008).

e Los resultados del trabajo de Karnoub et al, en 2007, demostraron que, al mezclarse MSC con células
tumorales, estas Ultimas aumentaron su potencial metastéasico de algunas lineas celulares que originan
cancer de seno, debido a la secrecion de CCL5 (también llamado RANTES) por parte de las MSC
(Karnoub et al, 2007 en Yen, 2008)

e También en 2007, Dwyer RM et al, demostraron como células cancerosas de seno eran las responsables
del alojamiento de MSC, tanto a nivel local como sistémico, debido a que dichas células cancerosas
secretaron proteina quimotatica de monocitos-1 (MCP-1) (Dwyer RM, 2007 en Yen B.L. et al, 2008)

e En 2008, Valfre Di Vonzo et al, reportan como MSC que han sido transplantadas muestran un potencia
profibrogénico que pueden incrementar la fibrosis hepatica (Valfre Di Vonzo et al, 2008 en Chen Y et al,
2008).

e Lazennec y Jorgensen, 2008, publican acerca del reclutamiento de MSC por parte del estroma de
tumores en proceso de desarrollo al ser inyectadas de manera sistematica en diferentes modelos
animales de gliomas, cancer de colon, sarcoma de Kaposi y otros, promoviendo el crecimiento de estos
canceres (Lazennec y Jorgensen, 2008 en Lepperdinger G et al, 2008)

e Al emplear MSC transplantadas se han notado bajos niveles de injerto a largo plazo y las inyecciones
intravenosas de MSC tienen efectos a corto plazo ya que pueden ser inhibidas o sus efectos
contrarrestados dentro del cuerpo.

1.6. MEDIOS CONDICIONADOS (MC)

1.6.1. Concepto de Medios Condicionados (MC). Los MC son los medios en el que se han
cultivado células por un determinado tiempo, los cuales contienen FC y citoquinas secretados por las células
cultivadas y liberadas al medio, responsables de la actividad biol6gica de los mismos y que pueden promover
el crecimiento de nuevas células. (http://www.copewithcytokines.de)

25



1.6.2. Condicionamiento y obtenciéon de MC. Para condicionar un medio en particular
((DMEM), Ham's F12, RPMI 1640, Iscove's, McCoy's, etc) se pueden emplear células modificadas
genéticamente para alterar la concentracién de uno o mas componentes en el medio al sobreexpresar o
introducir una nueva proteina, y el medio se procesa segun su propésito de utilizacion, ademas puede ser
suplementado con los componentes necesarios para soportar el crecimiento de las células. Estas células,
preferiblemente de origen humano, pueden ser células estromales, MSC, células de reserva hepéticas,
células madre neurales, células madre pancreaticas y/o ESC y cultivadas en monocapas, esferas o en
constructos tridimensionales y por cualquier medio (platos de cultivo, sistemas de flujo continuo, etc.)
creciendo en monocapas sobre un sustrato artificial, siendo el plastico el de mas aceptacion.
(http://www.pharmcast.com; http://www.patentstorm.us)

La remocion de las células del MC es un paso necesario para procesar el sobrenadante resultante. Este
procesamiento puede incluir concentracion por un dispositivo de filtracion por flujo de agua o empleando
productos para aislamiento y purificaciéon para remover proteasas, cromatografia en gel, etc. El método de
remocion y concentracion dependera de la aplicacion a la que se destine el MC y se deben mantener las
medidas de esterilidad del MC teniendo cuidado de preservar la actividad biologica deseada
(http://www.patentstorm.us).

1.6.3. Usos y formas de empleo de los MC. Una vez el medio de cultivo es condicionado con
muchos de los componentes originales del medio de cultivo asi como metabolitos celulares y proteinas
secretadas por las células se puede utilizar en cualquier estado fisico y puede ser formulado con un
transportador farmacolégicamente aceptado; ademas, el MC puede ser concentrado o reducido a uno o0 mas
factores o componentes contenidos dentro del medio (http://www.pharmcast.com; http://www.patentstorm.us).

En el caso de la curacién de heridas, los MC pueden ser aplicados, por ejemplo, en gasas y en aplicaciones
topicas que contienen las proteinas regulatorias de dicho proceso. Ademas, pueden combinarse con otros
ingredientes farmacéuticos como antibidticos y analgésicos para ampliar el efecto terapéutico del MC;
mejorando el reclutamiento de células como leucocitos y fibroblastos en el &rea lesionada e induciendo la
proliferacién celular y diferenciacion resultando en una mejoria en la curacion de la herida
(http://www.patentstorm.us).

1.6.4.MC de MSC. Las MSC cultivadas también secretan FC a los medios de cultivo, los cuales
pueden promover la proliferacion celular y la angiogénesis, mejorando y acelerando la curacion de la herida
(Short B., 2003 en Chaparro, 2006; Kim W-S et al, 2007; Chen, L et al, 2008).

Los FC que las MSC secretan, junto con las citoquinas, permiten que presenten una gran capacidad de
reparacion y regeneracion de tejidos no hematopoyéticos (Tabla 5) (Kapoor M. et al, 2006; Kim W-S et al,
2007). En diversos experimentos en que han usado MC de MSC cultivadas, los factores paracrinos
secretadas por estas células fueron mostrados como los responsables de los efectos terapéuticos (van Poll D.
et al, 2008).
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Los MC de MSC tienen un efecto similar a las MSC en el proceso de reepitelizacion, ademas ejercen in vivo
un efecto quimoatrayente para macrofagos, células endoteliales y queratinocitos epidérmicos y pueden
también regular la migracion celular de fibroblastos acelerando el cierre de las heridas al incrementar la
produccién de colageno I por parte de los fibroblastos. Estos efectos se han evidenciado tanto con MC de
MSC de médula dsea como de tejido adiposo (Kim W.S et al, 2007, Chen L et al, 2008 y Lee E.Y. et al, 2009
en Hocking AM, 2010)

Tabla 5. Principales FC secretados por MSC y que son reportados en diferentes articulos

Factores de crecimiento

PDGF
VEGF
EGF
FGF
KGF
TGF-a
TGFB1,2y3
bFGF
IGF
IL-1ayp
IL-6

IL-8
IL-10
TNF-a

Factor de crecimiento derivado de plaquetas
Factor de crecimiento vascular endotelial
Factor de crecimiento epidermal

Factor de crecimiento de fibroblastos

Factor de crecimiento de queratinocitos
Factor de crecimiento transformante alfa
Factor de crecimiento transformante beta
Factor de crecimiento de fibroblastos basico
Factor de crecimiento de insulina
Interleukina-1 alfa y beta

Interleukina-6

Interleukina-8

Interleukina-10

Factor de necrosis tumoral alfa

Algunos de los trabajos, tanto in vitro como in vivo, que apoyan el empleo de MC como alternativa terapéutica
en diferentes patologias son:

Tabla 6. Trabajos donde se emplean MC como opcidn terapéutica en diversas patologias

MC EMPLEADO

RESULTADOS
SIGNIFICATIVOS

CONCLUSION(ES) DESTACADA(S) REF

eMC de monocapas
de células
endoteliales
microvasculares
porcinas (PMVEC
CM)

progenitoras

eSe mejord la

e Se mejord in vitro la proliferacién eLos PMVEC CM contienen wuna |eDavis TA et
y  produccién
hematopoyéticas y la formacién | temprana, el PMVEC CM es mas
de colonias celulares de células | efectivo que los FC aplicados en forma

hematopoyéticas | individual; no hay una aparente

humanas; al combinar PMVEC | restriccion entre especies en la

CM con FC como IL-3 actividad de los FC lo que sugiere un

crecimiento de células | laevolucion
hematopoyéticas CD34+
eLos FC hematopoyéticos

soportaron la proliferacion y
formacion de colonias de células
progenitoras de médula de
raton, primates y cerdos

de células | novedosa actividad hematopoyética | al., 1997

proliferacion y | alto grado de conservacion a través de

eMC de osteocitos
de médula 6sea de
raton que

eIncremento  significativo en la eLos MC de BMMSC tiene efecto |. Heino, TJ et
actividad de fosfatasa alcalina y | estimulatorio en células progenitoras | al., 2004
la expresion de osteocalcina en | de médula 6sea

27



estimulan la | presencia del MC elLas células estimuladas con MC de
proliferacion ~ de leAumentd casi cuatro veces la | BMMSC posiblemente  secretaron
BMMSC y su | formacion de hueso y mas de | factores paracrinos mejorando la
diferenciacion ~ a | dos veces la proliferacion de | proliferacion de MSC
osteoblastos. MSC
eMC de  MSC pLos MC expuestos a hipoxia |eLa administracion de MSC o sus |eHung, SC et
expuestos a | pueden inhibir la apoptosis | factores secretados pueden proveer | al., 2007
hipoxia inducida por hipoxia un método terapéutico en patologias
comparados  con |ePromueven formacion de tubo | que involucren células endoteliales.
MC expuestos a | por parte de las células
normoxia  sobre | endoteliales adrticas humanas
células e Activan las vias PI3K-Akt y ERK
endoteliales
adrticas humanas
eModelo con ratas @MC de MSC atenlan este efecto |¢MSC contribuyeron al remodelamiento |ePatel, KM. et
de vascular en hipoxia cronica al., 2007
vasoconstriccion eMSC atenuan vasoreactividad en
pulmonar hipéxica hipoxia pulmonar a través de
eMC de MSC de mecanismo paracrino
médula Osea
humana
eMC de MSC y su @El MC produjo una alta tasa de [#El MC de MSC es un efectivo medio @eLing B. et al.,
efecto en la| maduracién (91.2%) respecto a | para estimular el crecimiento folicular | 2008

maduracion in Vitro
del oocito de ratén
asi  como el
crecimiento
folicular en el
ovario cultivado en
agar

los otros medios

®El MC mejord significativamente
el desarrollo del embrion a
blastocisto respecto a 2 de los
medios de cultivo

eEl MC soportd el crecimiento de
foliculos preantrales en agar

preantral, la maduracion del oocito y el
desarrollo secuencial del embrién

eMC de MSC

®El tratamiento con MC de MSC

eLos factores paracrinos de MSC

eTimmers, L et

derivadas de ESC | intravenoso e intracoronario | humanas son, probablemente, un | al., 2008
en un modelo | redujo el estrés oxidativo nuclear | complejo grande de moléculas y no
porcino de | miocardico solamente moléculas pequefias; Los
isquemia y lesion eSe  redujo la  apoptosis | MC de MSC son una opcion
de reperfusion disminuyendo un 60% el tamafio | terapéutica promisoria para reducir el
del infarto tamafio de los infartos en pacientes
eMejor6 la funcion cardiaca | coninfarto agudo de miocardio
sistélica y diastélica
eComparacion  de Los MC de BMMSC mejoraron la [eLos factores liberados por MC de [Chen, L et al,
MC de BMMSC y | migracion de  macréfagos, | BMMSC reclutan macréfagos y células | 2008
de fibroblastos en | queratinocitos y células | endoteliales en la herida mejorando la
un modelo de | endoteliales curacion de la misma.
herida  excisional eLos MC de BMMSC aceleraron la
en ratones curacion de la herida
eMC de tejido @ElI MC disminuy6 el area de las |eLa hipoxia a la que fueron sometidos eLee, EY et al.,
adiposo  obtenido | heridas realizadas, acelerando la | estos medios, mejoré la curacién de | 2009

en hipoxia,
probados en un
modelo excisional
en ratones

curacion de las mismas

las heridas por una sobreregulacion de
FC como VEGF y bFGF en las células
de tejido adiposo, las cuales también
mejoraron su proliferacion.
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En conclusién, la ventaja de la utilizacion de estos MC es que:

e Se reduce o se evita la probabilidad de efectos indeseados como la angiogénesis tumoral en estados
patoldgicos, la cual se puede presentar por la utilizacion de MSC, ya que estas pueden migrar desde su
sitio de implantacion a otros y producir tales efectos (Matushansky | et al, 2007 en van Poll et al, 2008).

e Semejan el ambiente de curacion normal de una herida mostrando un efecto quimioatractivo
significativamente alto para la migracién de monocitos CD14+, queratinocitos y células endoteliales, asi
como el aumento en la proliferacion de estas células comparados con MC de fibroblastos.

e Mejoran y aceleran el cierre de las heridas comparados con medios de control o con MC de fibroblastos
(Chen, L et al, 2008).

e La combinacion de FC puede ser més benéfico en la curacion de heridas que la aplicacion individual de
FC debido a la interaccion sinérgica de estos en el proceso de curacion de heridas (Eming SA et al, 1997
en Hom D, 1999)

e Pueden condicionarse estos medios con células maduras adultas que pueden ser modificadas
genéticamente para la obtencion de MC especificos para heridas de tejidos especializados o para que
presenten una proteina o un elemento especifico de interés segun el propdsito de utilizacion del MC.

e Una vez obtenido el MC, puede ser empleado en diferentes presentaciones y enriquecido con otros
componentes farmacoldgicos para potenciar el efecto terapéutico

e La entrega de solo los productos de las MSC en los MC tiene el potencial de convertirse en una terapia
de “botiquin” (van Poll D. et al, 2008)

Estas razones nos llevaron a plantear este proyecto de investigacion, el cual se constituye en un estudio
pionero, para conocer los efectos que tienen MC de MSC de médula dsea y tejido adiposo en heridas con un
modelo animal simple como es el murino en aspectos basicos del proceso de cicatrizacion y cuyos resultados
pueden dar importantes luces que conduzcan a otros proyectos que mejoren los MC como posibilidad de
tratamiento de heridas cronicas.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Diariamente en nuestro pais se presentan a los servicios hospitalarios cientos de personas heridas quienes
pueden, potencialmente, presentar dificultades durante la recuperacion y cicatrizacion de sus heridas por
diversos factores como la extension de la herida, la profundidad de la misma, el objeto o causa de la misma,
la presencia o no de infeccion, la necesidad de ser suturada o no, el estado nutricional, etc.

Para el tratamiento de estas heridas se requiere conocer su etiologia y severidad, especialmente cuando se
trata de heridas cronicas y que presentan lenta cicatrizacion ya que esta clase de heridas estan expuestas a
diversas infecciones y conducir al paciente a la muerte, ademas que pueden tener repercusiones a nivel
psicoldgico y/o comportamental asi como sentimientos de minusvalia. Estos tratamientos pueden originar
sensaciones de pesimismo para los pacientes, incluso para el personal que lo atiende.

La incapacidad generada a estas personas, de acuerdo a los factores anteriores, genera enormes pérdidas,
de manera directa como indirecta, a la sociedad y al erario. Segun el Departamento Nacional de Planeacion,
los costos directos del Estado para el periodo 1999-2003 generados por la violencia armada en el pais fueron
de 264.346 millones de pesos de 2003, solo por concepto de pérdida de productividad de personas heridas
con minas antipersona. De otra parte, segln datos del Ministerio de Transporte, al afio se presentan 50000
heridos por accidentes de transito, siendo los mas afectados las personas que se encuentran entre los 18 y
35 afios, es decir, en edad productiva, con las consabidas pérdidas econdmicas. (Wallerstein N, 2000).

Estas cifras se ven aumentadas con las reportadas por las secretarias de salud de los diferentes
departamentos y ciudades. Segun datos, solo de la Secretaria de Salud de Bogota, en esta ciudad, entre el
afio 2000 y 2005, hubo 470 nifios quemados por pélvora los cuales presentaban en su mayoria quemaduras
de 2 y 3er grado en una extension considerable del cuerpo, lo que a la postre, dificultara la curacion de las
mismas y puede tener efectos deformantes en el paciente al finalizar el proceso de curacion y cicatrizacion.

En las personas diabéticas, sus heridas pueden empeorar si existen otras anormalidades patofisiologicas
(neuropatia, problemas vasculares, hipertension arterial, etc.) asociadas a la enfermedad primaria y la
presencia de otros factores externos (infeccion, formacion de callo y presion excesiva en el sitio de la herida),
con lo que el periodo de hospitalizacion se prolonga y se puede producir la pérdida de la(s) extremidad(es)
afectadas (Jeffcoate WJ et al, 2004 en Falanga, 2005)

Asi bien, a nivel mundial el cuerpo médico y cientifico han mejorando los diferentes tratamientos clinicos
existentes o0 han innovando tecnologias de mayor complejidad con la finalidad de tratar diferentes heridas
(Barroetabefia Reyes A et al, 2000; Atiyeh, B S et al, 2005; Akita, S., 2007).

En los dltimos afios, una de las opciones que promete buenos resultados terapedticos, ha sido la terapia
celular por sus facilidades de aplicacion. Dentro de este campo de la terapia celular, se destaca el hecho de
emplear células madre (SC), células madres mesenquimales (MSC) extraidas de tejido adiposo (ADMSCs) o
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de médula dsea (BMMSCs) (Kinnaird T et al, 2004 en Ocke P, 2005; Fu et al, 2006, Sun et al, 2006; Kim W-S
et al, 2007; Badiavas E, 2003).

Las MSC son células progenitoras estromales multipotentes que migran a sitios donde hay dafio y pueden
presentar un potencial terapéutico (Liechty et al, 2000; Pochampally et al, 2004 en Le Blanc, 2007). Estas
MSC, al ser aisladas y expandidas ex vivo muestran capacidad de diferenciacion en diferentes linajes
celulares de origen mesenquimal como condrocitos, adipocitos y osteocitos. También ha sido documentado
que las MSC pueden diferenciarse a otros tipos de células de origen diferente al mesenquimal como neuronas
y tejidos epiteliales (Chapel A et al, 2003; Sugaya K, 2003; Deng Y et al, 2003; Ortiz LA, 2003 en Le Blanc,
2007; Mc Taggart S, 2007)

Estas células producen y liberan diferentes factores de crecimiento (FC), los cuales permiten que las MSC
presenten una gran capacidad de reparacion de tejidos no hematopoyéticos. Estos FC son liberados, por
medio de un mecanismo paracrino, al medio de cultivo convirtiéndose asi en un medio condicionado (MC), los
cuales pueden ser empleados en tratamientos para promover proliferacion de fibroblastos, células
epidérmicas y la generacion de nuevos vasos sanguineos, mejorando y acelerando el proceso de curacién de
una herida (Hom, D., 1999; Short B., 2003 en Chaparro, 2006; Hong et al, 2006; Kapoor M. et al, 2007; Kim
W-S et al, 2007, Chen, L et al, 2008).

Este proyecto hace parte de un macroproyecto de investigacion en células madre donde se pretende ver el
efecto in vivo de los medios condicionados en heridas de piel de ratones para comparar su efectividad durante
el proceso de curacidn de las mismas. Este trabajo se complementa con los trabajos de caracterizacion de los
medios condicionados, el proyecto de angiogénesis con segmentos de cordon umbilical, regeneracion
medular y curacién de heridas dseas, y que se tiene la confianza en que, cada uno de estos y entre todos,
haran un aporte importante al avance del conocimiento en esta tematica.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

3.2.

Evaluar el efecto de los medios condicionados de células madre mesenquimales, provenientes de
tejido adiposo y de médula 6sea humanos obtenidos en condiciones de normoxia e hipoxia, sobre el
proceso de cicatrizacion, en heridas de piel en un modelo murino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Evaluar el efecto de estos medios condicionados en la dinamica del cierre de heridas de piel en
ratones.

 Analizar los hallazgos histopatoldgicos presentados en las zonas de las heridas en términos de
reepitelizacion, tejido de granulacién, células inflamatorias y angiogénesis luego de ser tratadas con
la aplicacion de cada uno de los medios condicionados de células madre mesenquimales
provenientes de tejido adiposo y de médula 6sea humano
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4. HIPOTESIS

4.1. HIPOTESIS NULA

Existe mejoria en el proceso de cicatrizacion de heridas limpias practicadas en la piel de ratones
sanos luego de ser tratadas con medios condicionados de células madre mesenquimales humanas,
obtenidos en condiciones de hipoxia y normoxia

4.2. HIPOTESIS ALTERNA

No existe mejoria en el proceso de cicatrizacion de heridas limpias practicadas en la piel de ratones
sanos luego de ser tratadas con medios condicionados de células madre mesenquimales humanas,
obtenidos en condiciones de hipoxia y normoxia.
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5. METODOLOGIA

5.1 FLUJOGRAMA DE LA METODOLOGIA

MEDIOS

CONDICIONADOS Obtencién
ANIMALES DE Realizacion Aplicacion de .
EXPERIMENTACION deheridas ~ tratamientos . Cvaluacion

v

PROCESAMIENTO Sacrificio Diseccion
DEMUESTRAS dias 7y 14 de heridas

ANALI‘SIS DE { Cierre de heridas
LAHERIDA Analisis histopatolégico
_‘ Promedios £+ 5D
ANALISIS
ESTADISTICO E ANOVA
Test de Tukey

Fig. 4. Flujograma de la metodologia

——— Histotecnia

5.2 OBTENCION DE LOS MEDIOS CONDICIONADOS

Las MSCs de médula dsea y tejido adiposo entre 5 -7 pase son sembradas a una concentracion de 1-5 x
108/ml en frascos T de 25ml (Greiner) con medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle medium (DMEM marca
GIBCO™) suplementado con L-Glutamina 104 M, 10 % de suero bovino fetal (SBF marca GIBCO™),
penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 ug/ml e incubadas a 37°C en atmosfera himeda con 5% de CO2.
Luego de alcanzar un 60% de confluencia, se retira el medio, se realizan tres lavados con PBS y se adicionan
5 ml de medio libre de suero Optimem Modified Eagle Medium (Opti-MEM® marca GIBCO™!). Posteriormente,
las células se incuban en condiciones de normoxia e hipoxia por 24 horas. Para normoxia, se incuban a 37°C
con 21% de oxigeno; para hipoxia, se incuban a 37°C y 2% de oxigeno.

Los MC de BM-MSCs y Ad-MSCs son recolectados en tubos Falcon de 15 ml a las 24 horas de incubacion y
se les adiciona Aprotinina 15 pg/ml (SIGMA-ALDRICH) y son centrifugados a 1300 rpm por 30 min y filtrados
con membranas de 0,2um (SIGMA-ALDRICH).

5.3. TRABAJO CON ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron 24 ratones machos normales Balb/c divididos en 3 grupos; cada ejemplar estuvo marcado en la
cola con anillos empleando marcadores indelebles. Los sujetos tuvieron agua y comida ad libitum. Se empled
anestesia subcutanea mezclando ketamina (20mg/Kg) y acepromina (10 mg/Kg), se afeitd y desinfecté la
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region dorsal de cada individuo. Luego se realizaron 3 heridas dorsales, de espesor total, de 5 mm de
didmetro aproximadamente, empleando un punch dermatoldgico y se cubrieron con Transpore® los primeros
3 dias para evitar infeccion (Dorsett-Martin W A, 2004).

3

Fig. 5. Localizacién de las heridas

La primera herida se ubicd en la linea media, las otras 2 fueron contralaterales (Fig. 5). La herida medial fue
control donde se aplicdé Optimem; en cada herida lateral se aplico un tratamiento seleccionado para
compararlos entre si de la siguiente manera:

Ratones Grupo 1. MO-H vs. MO-N MO-H: Médula dsea hipoxia
Ratones Grupo 2. Ad-H vs. Ad-N MO-N: Médula 6sea normoxia
Ratones Grupo 3. Ad-H vs. MO-H Ad-H: Tejido adiposo hipoxia

Ad-N: Tejido adiposo normoxia

En el dia 0 se inyectaron intradérmicamente, 100 pl de cada uno de los MC en 4 puntos distintos de cada
herida y 100 pl de Optimem en la herida control, repitiendo este procedimiento cada 24 h hasta completar 3
inyecciones/herida.

5.4. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Para obtener las muestras de piel, se sacrificd 1 sujeto, seleccionado al azar, de cada grupo el dia 7 p.h., para
comparar con la cicatrizacion y curacion completa de la herida al dia 14 p.h., mediante camara de gas y se
realizd la diseccién de la zona de la herida, incluyendo la piel adyacente a 3-5 mm. (Fathke C. et al, 2004;
Enoch S, 2005; Galeano M et al, 2006; McFarlin et al 2006).

Las muestras se colocaron en parafolmaldehido al 4% (PFA), posteriormente embebidas en parafinas, se
realizaron cortes de 5 pum con micrétomo y se colorearon con hematoxilina—eosina (H&E). Se obtuvieron 3
portaobjetos por muestra con 5 cortes en cada una de las placas.

5.5. ANALISIS DE LAS HERIDAS

5.5.1. Cierre de la herida. Se fotografiaron las heridas cada dia con una cdmara digital Canon Power
Shot A95 y ademas se midieron los diametros de las heridas con un calibrador digital (Fang Y et al, 2007;
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Kim, W S et al, 2007; Garcia, Y et al, 2007). El cierre de la herida se evalu6 en términos del porcentaje de
contraccion en los dias 0, 4, 7, 10, 14 a través de la siguiente formula (Fang Y et al, 2007) Donde:

A—-B C: Porcentaje de contraccion A: Tamafio inicial de la herida (Dia 0)
C= —a X100  B: Tamafio de herida dia correspondiente

5.5.2. Andlisis histopatologico. Para esta evaluacion histologica se tuvo en cuenta el siguiente
sistema de puntaje histoldgico, distribuido entre 0 y 4 (tabla 7), validado y evaluado de acuerdo con la
literatura con relacién a curacién de heridas en diferentes modelos experimentales.

Las mérgenes de las heridas en cada seccion de los tratamientos, asi como las de control, fueron usados
como comparacion para el puntaje de la valoracion. Los aspectos cuantitativos del puntaje fueron evaluados
por el porcentaje de tejido que presenten las caracteristicas cualitativas especificas indicadas(Yamamoto T et
al, 1996; Galeano M et al, 2003; Galeano M et al, 2004; Altavilla D et al, 2005 en Galeano M et al, 2006).

La evaluacion la realizaron dos histopat6logos veterinarios, quienes analizaron 3 campos histoldgicos: en los
extremos de la herida y en el centro de la misma, en cada uno de los 5 cortes de cada una de las muestras
empleando objetivo de 40X y ocular 10X

Tabla 7. Puntuacion de cambios histoldgicos en la curacion de heridas

Score Reepitelizacion Tejido de Granulacion Células Inflamatorias Angiogénesis
0 Ausencia de proliferacion  Inmaduro y tejido  13-15 células inflamatorias  Ausencia de angiogénesis,
epitelial en >70% del tejido inflamatorio en >70% del por campo histoldgico presencia de congestion,
tejido hemorragia, edema

1 Pobre organizacion
epidérmica en >60% del tejido

2 Organizacion epidérmica
incompleta en >40% del tejido

3 Proliferacion epitelial
moderada en >60% del tejido

4 Remodelacion epitelial
completa en >80% del tejido

Inmaduro, delgado y tejido
inflamatorio en >60% del
tejido

Remodelacion moderada en
>40% del tejido

Capa de granulacion gruesa
y matriz de colageno bien
formada en >60% del tejido
Organizacion completa del
tejido en >80% del tejido

10-13 células inflamatorias
por campo histologico

7-10 células inflamatorias
por campo histolégico
4-7 células inflamatorias
por campo histologico

1-4 células inflamatorias
por campo histologico

1-2 vasos por sitio, edema,
hemorragia, congestion

3-4 vasos por sitio, edema
moderado y congestion

5-6 vasos por sitio, edema
ligero y congestion

Mas de 7 vasos por sitio
dispuestos verticalmente
hacia la superficie epitelial

Adoptado de Galeano M et al, 2006

5.6. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como promedios + SD. Los datos fueron analizados por analisis de varianza de
una via (ANOVA); para determinar las diferencias entre grupos se realiz6 el test de Tukey y/o LSD. El nivel de

significancia se ajusto a p<0.05
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6. RESULTADOS

6.1. CIERRE DE LA HERIDA

En la primera prueba experimental se probaron los MC obtenidos de médula 6sea (MO) tanto en condiciones
de hipoxia (MO-H) como en normoxia (MO-N) vs el medio de control (C) (Optimem). Para analizar los datos
obtenidos se realizé un andlisis de varianza para determinar si el promedio de cierre de las heridas (Fig. 6) y
el promedio de porcentaje de contraccion de las mismas (Fig. 7) con cada uno de los tratamientos son
estadisticamente iguales (p=0.05) o diferentes (p<0.05) en cada uno de los dias (0, 4, 7, 10, 14). Si el ANOVA
indica diferencia estadisticamente significativa, se aplica la prueba de comparacion multiple Tukey. Los
ANOVAS realizados para cada uno de los dias y tratamientos arrojaron los siguientes resultados (tabla 8):

Tabla 8. Resultados de los ANOVAS para la prueba 1: MC de MOH vs MON
TRATAMIENTO
DIA C MO-H MO-N
X % X % X %
0 5.3+0.36mm 0 5.03+£0.07mm 0 5.07+0.14mm 0 0.0568
4 3.40+£0.80mm  36.2 | 2.62+0.48mm 48.0 | 2.95+£0.72mm  42.0 | 0.0958
7 2.25+1.24mm  57.8 | 0.31+0.58mm 93.9 1+1.13mm 80 0.0038

%*P

10 | 1.01+1.32mm 819 0 100 | 0.28+0.75mm  94.3 | 0.1136
14 | 0.58+0.78mm  89.5 0 100 0 100 | 0.0382
X: Promedio Didmetro de las heridas % Porcentaje de contraccién de la herida

%P: Valor de p < 0.05 respecto al control

Fig. 6. Cierre de las heridas con MC de MO. Se emplearon los MC de MO-H, MO-N y el medio de control (C) (Optimem). (Anova %
p<0.05 comparado conel C;n=8enlosdias 0,4y 7; n=7enlos dias 10 y 14)
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Fig. 7. Contraccidn de las heridas con MC de MO. Se emplearon los MC de MO-H, MO-N y el medio de control (C) (Optimem).
Anova * p<0.05 comparado con HC; n=8enlosdias 0,4y 7; n =7 en los dias 10 y 14)

En las fotografias se advierte el efecto de estos MC en el cierre de las heridas (Fig. 8).

Dia0 Dia 4 Dia7

Fig. 8. Evolucion del cierre de las heridas con MC de MO. Estado de las heridas luego de la aplicacién de los MC de MO-H, MO-N
y el medio de control (C) (Optimem) en los dias 4, 7, 10 y 14 p.h. Las fotografias corresponden al mismo animal y son representativas
del grupo experimental.
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Fig. 8. (Continuacion)

Durante la segunda prueba experimental, se probaron los MC de tejido adiposo (Ad), obtenidos en
condiciones de hipoxia (Ad-H) y en normoxia (Ad-N), ademas del medio control(C) (Optimem). Para analizar
los datos recolectados se realizé un anlisis de varianza (ANOVA) para poder determinar si el promedio de
cierre (Fig. 9) y el promedio del porcentaje de contraccion de las heridas (Fig. 10), luego de tratarlas con los
distintos tratamientos, son estadisticamente iguales (p=0.05) o diferentes (p<0.05) en cada uno de los dias de
control (0, 4, 7, 10, 14) comparado con el control; si el ANOVA indica diferencias estadisticamente
significativas, se aplica la prueba de comparacion mdltiple de Tukey.

Los ANOVAS realizados arrojaron los siguientes resultados (Tabla 9):

Tabla 9. Resultados de los ANOVAS para la prueba 2: MC de Ad-H vs Ad-N

TRATAMIENTO
DIA C Ad-H Ad-N

X % X % X %
0 |467+048mm. 0 | 4.28+038mm. 0 [451+033mm. 0 | 0.1827
4 | 3.68+0.33mm. 209 | 2.54+0.73mm. 40 | 3.00+0.57mm. 33.4 | 0.0023
7 | 2.88+0.33mm 382 | 1.39+0.73mm, 67.2 | 2.20+0.57mm. 51.2 | 0.0005
10 | 1.20+0.84 mm. 694 | 052+051mm. 85.3 | 0.68+0.66 mm. 87.7 | 0.1841
14 0+0 mm. 100 0+0 mm. 100 | 0.0620.17mm. 100 | 0.3874

X: Promedio Didmetro de las heridas % Porcentaje de contraccion de la herida
¥ P: Valor de p < 0.05 respecto al control

%*P
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Fig. 9. Cierre de las heridas con MC de Ad. Se emplearon MC de Ad-H, Ad-N y el medio de control (C) (Optimem). Anova % p <
0.05 comparado con HC; n =8 en los dias 0, 4, 7; n = 7 en los dias 10y 14

Fig. 10. Contraccidn de las heridas con MC de Ad. Se emplearon los MC de Ad-H, Ad-N y el medio de control (C) (Optimem).
Anova * p<0.05 comparado con HC; n=8enlos dias 0,4y 7; n =7 enlos dias 10 y 14
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En las fotografias se advierte el efecto de estos MC en el cierre de las heridas (Fig. 11).

-

Dia 0 Dia 4 Dia7

Fig. 11. Evolucion cierre de las heridas con MC de Ad. Estado de las heridas luego de la aplicacion de los MC de Ad-H, Ad-Ny el
medio de control (C) (Optimem) en los dias 4, 7, 10 y 14 p.h. Las fotografias corresponden al mismo animal y son representativas del
grupo experimental.

En la 32 y Ultima prueba experimental se compararon los MC que mejor resultados habian presentado en los
ensayos anteriores: los MC de MO-H y de Ad-H. Para analizar los datos recolectados se realiz6 un analisis de
varianza (ANOVA) para determinar si el promedio de cierre (Fig. 12) y el promedio del porcentaje de
contraccion de las heridas (Fig. 13), luego de tratarlas con los distintos tratamientos, son estadisticamente
iguales (p=0.05) o diferentes (p<0.05) en cada uno de los dias de control (0, 4, 7, 10, 14) comparado con el
control; si el ANOVA indica diferencia estadisticamente significativas, se aplica la prueba de comparacién
multiple de Tukey.

Los ANOVAS realizados arrojaron los siguientes resultados (tabla 10):
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Tabla 10. Resultados de los ANOVAS para la prueba 3: MC de Ad-H vs MO-H

TRATAMIENTO

DIA C Ad-H MO-H
X % X % X % | *°
0 | 438+0.28mm 0 | 4.24+0.45mm 0 | 427+032mm 0 | 0.7164
4 | 3.29#0.77mm 25 | 2.79+0.88mm  34.1 | 2.79+1.03mm 35 | 0.4592
7 | 3.03+0.74mm 308 | 1.92+1.40mm  54.3 | 1.83+1.43mm 581 | 0.1221
10 | 1.54+0.74mm 655 | 1.09+1.24mm 745 | 0.88+1.11mm 80.1 | 0.5014
14 | 0.20£0.53mm 958 | 0.20+0.53mm  94.9 0+0 100 | 0.5355

X: Promedio Didmetro de las heridas
%P: Valor de p < 0.05 respecto al control

Fig. 12. Cierre de las heridas con MC de MO-H y Ad-H . Se emplearon los MC de MO-H, Ad-H y el medio de control (C) (Optimem).

% Porcentaje de contraccion de la herida

Anova * p <0.05 comparado con HC; n=8en los dias 0, 4, 7, n = 7 en los dias 10 y 14)
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Fig. 13. Contraccion de las heridas con MC de Ad-H y MO-H. Se emplearon los MC de Ad-H, MO-H y el medio de control (C)
(Optimem). Anova * p<0.05 comparado con HC; n =8 enlos dias 0,4y 7, n =7 en los dias 10 y 14)

En las fotografias se advierte el efecto de estos MC en el cierre de las heridas (Fig. 14).

Dia0 Dia 4 Dia7
Fig. 14. Evolucién Cierre de las heridas con MC de Ad-H y MO-H. Estado de las heridas luego de la aplicacién de los MC de Ad-H

y MO-H y el medio de control (C) (Optimem) en los dias 4, 7, 10 y 14 p.h. Las fotografias corresponden al mismo animal y son
representativas del grupo experimental.
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Fig. 14. (Continuacion)
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6.2. ANALISIS HISTOPATOLOGICO

La evaluacién histolégica, realizada por dos histopat6logos veterinarios de manera independiente y sin
conocimiento de los tratamientos, de cada uno de los aspectos mostrados en la tabla 3, muestra diferencias
entre los procesos de cicatrizacién de las heridas tratadas con los MC, especialmente los obtenidos en
condiciones de hipoxia, respecto a los MC obtenidos en normoxia y el medio control en cada punto de control
(dia 7° y 14° p.h.). Los principales cambios histolégicos observados en las muestras de piel tratadas con los
MC'y el medio control respecto a la piel normal se pueden apreciar en las tablas 11 - 22 y Figs. 15 - 31

Tabla 11. Cambios en la reepitelizacion y el tejido de granulacion observados el dia 7 p.h. con los MC

de Ad
DiA TRATAMIENTO
CONTROL Ad-H Ad-N
REEPITELIZACION

+(rganizacion epidérmica moderada en 40-
50% deltejido

eHiperqueratosis ortoqueratotica leve
eHiperplasia de leve a moderada
e[spongiosis leve

eHay costras ortoqueratoticas

«Organizacion epidérmica completa en
40-50% del tejido.

eHiperqueratosis ortoqueratotica leve
eHiperplasia moderada
sLspongiosis leve

eHay costras ortoqueratdticas

«0Organizacioin epidérmica incompleta
enmas del40% del tejido
eHiperqueratosis leve
paraqueratotica

pero

eHiperplasia moderada a severa
eEspongiosis moderada a severa

s(Costras paraqueratoticas

TEJIDO DE GRANULAGION

eRemodelacion moderada en un 40% en
sus dos capas

sFibroplasia moderada
eHemorragia moderada

*No se presenta tejido adiposo en la dermis
papilar pero sien la reticular de manera leve

eAusencia anexos dérmicos

eRemodelacion moderada en el 40%
deltejido de granulacion

sFibroplasia moderada
eHemorragia leve
«Evidente aumento de adipocitos

sAusencia fotal de anexos dérmicos

eRemodelacion moderada del tejdo
de granulacion en el 40% del tejido

sFibroplasia de moderada a severa
eHemorragia leve

ePresencia de  fejido
moderada en la herida.

adiposo

sAusencia total de anexos
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Tabla 12. Cambios en el nimero de células inflamatorias y vasos sanguineos el dia 7 p.h. con los MC

de Ad
; TRATAMIENTO
DIA
CONTROL Ad-H Ad-N
CELULAS INFLAMATORIAS
*Infiltrado mixto moderado a sInfiltrado de células PMN severo | * Infilrado mixto severo (mas de
severo (7-10células por campo) | (10-13 células porcampo) 13 células por campo)
ANGIOGENESIS
7
= 3-4 vasos por campo = Mas de 7 vasos por campo * 5-6 vasos por campo
= Congestion leve a moderada = Congestion leve » Congestion moderada a severa
» Hemorragia moderada * Hemorragia leve * Hemorragia leve

Tabla 13. Cambios en la reepitelizacion y el tejido de granulacién observados el dia 14 p.h. con los MC

de Ad.
DiA CONTROL Ad-H Ad-N
REEPITELIZACION
sReepitelizacion moderada del 50% | eLa estructura de la piel y | eLa proliferacién y la organizacion
proliferacion epitelial fue = al 90% | epitelial es moderada en un 60%
deltejido. deltejido
sHiperqueratosis ortoqueratotica sHiperqueratosis  ortoqueratotica | eHiperqueratosis  ortoqueratotica
leve igual leve
sHiperplasia leve sHiperplasia leve sHiperplasia moderada
eEdema intercelular leve sEspongiosis leve *Edema intercelular moderado
14 TEJIDO DE GRANULACION

eRemodelacion  del
granulacion del 40%

teido de

sFibroplasia moderada
*No hay hemorragia

sFormacion leve de tejido adiposo
en la capa inferior de la dermis

eFormacion de nuevos anexos
déermicos.

eMaduracion y remodelacion del
colageno evidente en mas del 70%
del tejido de granulacion
sFibroplasia leve

#No hay hemorragia

sFormacion de tejido adiposo

eNuevos anexos dérmicos

ela remodelacién y maduracion
del tgido de granulacion se
presenta en un 50% del tejido
sFibroplasia moderada a severa
eHemorragia leve

*No hay tejido adiposo

eAusencia de anexos dérmicos de
moderada a severa
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Tabla 14. Cambios en el nimero de células inflamatorias y vasos sanguineos el dia 14 p.h. con los MC

de Ad.
DIA CONTROL Ad-H Ad-N
CELULAS INFLAMATORIAS
o [nfiltrado mixto moderado a e Infiltrado  mixto leve (1-4 | o Infiltrado mixto moderado a
severo (7-10 células por campo) | células porcampo) severa (7-10 células por campo)
ANGIOGENESIS
14

* 3-4 vasos por campo
» Congestionleve

* Hemorragia moderada

* 5-6 vasos por campo
* No hay congestion

* No hay hemorragia

* 5-6 vasos por campo
» Congestion leve a moderada

* Hemorragia leve

Fig. 15. Iméagenes histoldgicas de las heridas tratadas con MC de Ad-H. (Coloracidn hematoxilina y eosina, 10X). Los bordes de
las heridas se indican con: E1: Borde 1 de la herida; E2: Borde 2 de la herida. Se us6 Ad-H. 7° y 14° dia p.h.. Ep: Epidermis; M:
Musculo; w: Herida; F: Foliculo piloso. La muestra de piel sana de cada dia corresponde a la piel adyacente del area de la herida en el
mismo sujeto.
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Fig. 16. Imagenes histoldgicas de las heridas tratadas con MC de Ad-N. (Coloracidn hematoxilina y eosina, 10X). Los bordes de
las heridas se indican con: E1: Borde 1 de la herida; E2: Borde 2 de la herida. Se empled Ad-N. 7'y 14 p.h. Ep: Epidermis; M: Musculo;
w: Herida; F: Foliculo piloso. La muestra de piel sana de cada dia corresponde a la piel adyacente del area de la herida en el mismo
sujeto.

Fig. 17. Score histoldgico de las heridas con MC de Ad. Puntaje de cada una de las caracteristicas evaluadas en el area de las
heridas empleando los MC de Ad-H, Ad-N y el medio de control (C) (Optimem) al dia 7° y 14° p.h. El score corresponde al promedio
de las observaciones de cada histopatdlogo.
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Fig. 18. Angiogénesis empleando MC de Ad al dia 7. Imagenes representativas de los vasos sanguineos nuevos (flechas)
empleando los MC de Ad-H, Ad-N y el control (C) (Optimem) vs el control positivo (Piel sana de ratén) al dia 7° p.h. 40X

Fig. 19. Angiogénesis empleando MC de Ad al dia 14. Imagenes representativas de los vasos sanguineos nuevos (flechas)
empleando los MC de Ad-H, Ad-N y el control (C) (Optimem) vs el control positivo (Piel sana de ratén) al dia 14° p.h. 40X
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Fig. 20. Densidad capilar empleando MC de Ad. Nimero total de vasos sanguineos nuevos en el area de la herida empleando los
MC de Ad-H, Ad-N y el medio de control (C) (Optimem) vs el control positivo (Piel sana de raton) al dia 7° y 14° p.h. Anova * p<0.05
comparado con HC, n =3 campos por muestra, 5 muestras por cada herida.

Tabla 15. Cambios en la reepitelizacion y el tejido de granulacion observados el dia 7 p.h. con los MC

de MO.
DiA TRATAMIENTO
CONTROL MO-H | MO-N
REEPITELIZACION

«Organizacion epidérmica moderada | eOrganizacion completa en mas del | eOrganizacion v proliferacion — epitelial

en40-50% deltejido 80% del tejido moderada en 60% deltejido

eHipergueratosis ortoqueratotica leve | eHiperqueratosis  ortogueratdtica | eHiperqueatosis paraqueratotica leve
leve

eHiperplasia de leve a moderada eHiperplasia moderada
eHiperplasia moderada

eEspongiosis leve #Espongiosis moderada
#Espongiosis leve

eHay costras ortoqueratoticas +Costras paragueratoticas leves a moderadas
#No hay costras

*No hay ampollas
7 #No hay ampollas

TEJIDO DE GRANULACION

+Remodelacion moderada en un 40%
en sus dos capas

eFibroplasia moderada
eHemorragia moderada
*No se presenta tejido adiposo en la
dermis papilar pero si en la reticular

de maneraleve

sAusencia anexos dérmicos

eRemodelacion del tejdo de
granulacion varia entre el 40-50%
del tejido

eFibroplasia leve

+No hay hemorragia

eAbundante tejido adiposo en
zonade la herida

sAusencia de anexos dérmicos

eRemodelacion del tejido de granulacion en el
40% deltejido

eFibroplasia moderada
oNo hay hemorragia
*No hay tejido adiposo

sAusencia severa de anexos dérmicos




Tabla 16. Cambios en el nimero de células inflamatorias y vasos sanguineos el dia 7 p.h. con los MC

de MO.
DA TRATAMIENTO
CONTROL MO-H MO-N
CELULAS INFLAMATORIAS
sInfiltrado mixto moderado a | «Infiltrado de PMN de leve a | ‘Infiltrado mixto moderado (4-7
severo (7-10células por campo) | moderado (4-6 células por campo) | células porcampo)
ANGIOGENESIS
7

= 3-4 vasos por campo + 7-10 vasos por campo * 6-7 vasos por campo
= Congestion leve a moderada + Congestion leve * Congestion leve
* Hemorragia moderada + Hemorragia no se aprecia + Hemorragia leve

Tabla 17. Cambios en la reepitelizacion y el tejido de granulacién observados el dia 14 p.h. con los MC

de MO.
DiA CONTROL MO-H MO-N
REEPITELIZACION
» Reepitelizacion moderadadel 50% | eQOrganizacion y proliferacion epitelial | eLa organizacion y  proliferacion
>90% epitelial del tejido se mantiene igual
eHipergueratosis ortoqueratotica leve
sHiperqueratosis ortoqueratética leve | eHiperqueratosis ortoqueratotica leve
sHiperplasia leve
sHiperplasia leve eHiperplasia leve
sEdema intercelular leve
eEdema intercelular leve eEdema intercelular leve
TEJIDO DE GRANULACION
14 eRemodelacion deltejdo de elejdo de granulacion en estado | eSe observa una maduracion del

granulacion del40%
eFibroplasia moderada
+No hay hemorragia

sFormacion leve de tejido adiposo en
la capa inferior de la dermis

eFormacion  de
dérmicos.

NUEVOS  anexos

avanzado de madurez en mas del
70% del tejido

sLafibroplasiaes leve
#No hay hemorragia
oL eve formacion de tejido adiposo

eNuevos anexos dérmicos
diferentes grados de formacion

con

tejido granulacion en el 60% deltejido
oFibroplasia moderada

#No hay hemorragia

#No hay tejido adiposo

sAusencia  de dérmicos

severa

anexos

ol




Tabla 18. Cambios en el numero de células inflamatorias y vasos sanguineos el dia 14 p.h. con los MC
de MO.

DIA CONTROL MO-H MO-N
CELULAS INFLAMATORIAS
elnfillrado mixto moderado a | elnfiltrado mixto leve (1-4 ceélulas | elnfiltrado mixto leve a moderado
severo (7-10 células por campo) | porcampo) (4-7 células por campo)
1 ANGIOGENESIS
#3-4 vasos por campo #5-6 vasos por campo #5-6 por campo
eCongestion leve *No se observa congestion *Congestion leve
eHemorragia moderada oNo hay hemorragia oNo hay hemorragia

Fig. 21. Imagenes histologicas de las heridas tratadas con MC de MO-H. (Coloracién hematoxilina y eosina,10X). Los bordes de
las heridas se indican con: E1: Borde 1 de la herida; E2: Borde 2 de la herida. Se usé MO-H. 7'y 14 p.h. Ep: Epidermis; M: Mdsculo; w:
Herida; F: Foliculo piloso. La muestra de piel sana de cada dia corresponde a la piel adyacente del area de la herida en el mismo
sujeto.
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Fig. 22. Imagenes histoldgicas de las heridas tratadas con MC de MO-N. (Coloracién hematoxilina y eosina, 10X). Los bordes de
las heridas se indican con: E1: Borde 1 de la herida; E2: Borde 2 de la herida. Se emple6 MO-N. 7 y 14 p.h. Ep: Epidermis; M:
Musculo; w: Herida; F: Foliculo piloso. La muestra de piel sana de cada dia corresponde a la piel adyacente del area de la herida en el
mismo sujeto.

Fig. 23. Score histoldgico de las heridas con MC de MO. Puntaje de cada una de las caracteristicas evaluadas en el area de las
heridas empleando los MC de MO-H, MO-N y el medio de control (C) (Optimem)al dia 7° y 14° p.h. El score corresponde al promedio
de las observaciones de cada histopatdlogo.
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Dia

Fig. 24. Angiogénesis empleando MC de MO al dia 7. Imagenes representativas de los vasos sanguineos nuevos (flechas)
empleando los MC de MO-H, MO-N y el control (C) (Optimem) vs el control positivo (Piel sana de raton) al dia 7° p.h. 40X

Piel Sana Optimem

Dia
14

MO-N MO-H

Fig. 25. Angiogénesis empleando MC de MO al dia 14. Im&genes representativas de los vasos sanguineos nuevos (flechas)
empleando los MC de MO-H, MO-N y el control (C) (Optimem) vs el control positivo (Piel sana de ratén) al dia 14°p.h. 40X

54



Fig. 26. Densidad capilar empleando MC de MO. Numero total de vasos sanguineos nuevos en el area de la herida empleando los
MC de MO-H, MO-N y el medio de control (C) (Optimem) vs el control positivo (Piel sana de ratdn) al dia 7° y 14° p.h. Anova * p<0.05

comparado con HC n =3 campos por muestra, 5 muestras por cada herida.

Tabla 19. Cambios en la reepitelizacién y el tejido de granulacién observados el dia 7 p.h. con los MC
de Ad-H y MO-H.

DIA

TRATAMIENTO

CONTROL

Ad-H

I

MO-H

REEPITELIZACION

Organizacion epidérmica moderada
en un 40-50% aprox

Hiperqueratosis ortoqueratética leve
Hiperplasia de leve a moderada
Espongiosis leve

Hay costras ortoqueraldticas

* Organizacion epidérmica completa
en un 40-50% del tejido

» Hiperqueratosis ortoqueratotica leve
* Hiperplasia moderada
¢ Edema intercelular leve

* Hay costras ortogueratolicas

Organizacion completa en mas del
80% del tejido

Hiperqueratosis ortoqueratética leve
Hiperplasia moderada
Espongiosis leve

No hay costras

TEJIDO DE GRANULACION

Remodelacion moderada en un
40% en sus dos capas

Fibroplasia moderada
Hemorragia moderada
No hay tejido adiposo en dermis
papilar pero si en la reticular de

manera leve

Ausencia de anexos dérmicos

* Remodelacion moderada en el 40%
del tejido de granulacion

» Fibroplasia moderada
* Hemorragia leve
* Evidente aumento de adipocitos

* Ausencia total de anexos dérmicos

Remodelacion moderada del tejido
de granulacion del 40-60% del tejido

Fibroplasia leve

Nohay hemorragia

* Abundante tejido adiposo

* Ausencia de anexos dérmicos
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Tabla 20. Cambios en el nimero de células inflamatorias y vasos sanguineos el dia 7 p.h. con los MC
de Ad-H y MO-H.

DiA

TRATAMIENTO

CONTROL |

Ad-H |

MO-H

CELULAS INFLAMATORIAS

¢ |nfiltrado mixto moderado a severo
(7-10 células por campo)

o Infitrado de células PMN severo
(10-13 células por campo)

¢ Infitrado de PMN de

leve a
moderado (4-6 células por campo)

ANGIOGENESIS

» 34 vasos por campo

» Congestion leve a moderada

* Hemorragia moderada

+ Masde 7 vasos por campo

+ Congestion leve

* Hemorragia leve

7-10 vasos por campo

Congestion leve

No hay hemorragia

Tabla 21. Cambios en la reepitelizacion y el tejido de granulacion observados el dia 14 p.h. con los MC

de Ad-H y MO-H.
DIA TRATAMIENTO
CONTROL ] Ad-H MO-H
REEPITELIZACION
¢ Reepitelizacibn moderada del 50% | La estructura de la piel y|* Organizacidn y proliferacion epitelial

14

Hiperqueratosis ortoqueratética leve
Hiperplasia leve

Edema intercelular leve

proliferacion epitelial fue igual o
superior al 90% del tejido

* Hiperqueratosis
sigue igual

ortoqueratotica

* Hiperplasia leve

e Edema intercelular leve

superior al 90%
Hiperqueratosis leve
Hiperplasia leve

Edema intercelular leve

TEJIDO DE GRANULACION

Remodelacion  del
granulacion del 40%

tejido

Fibroplasia moderada

No hay hemarragia

lacapa inferior de la dermis

Nuevos anexos dérmicos.

de

Formacion leve de tejido adiposo en

¢ Maduracion y remodelacion  del
colageno en més del 70% del tejido
de granulacion

¢ Fibroplasia leve

* Nohay hemorragia

* Formacién de tejido adiposo

* Nuevos anexos dérmicos

Tejido de granulacion en estado
avanzado de madurez en més del
70% del tejido

Fibroplasia leve

No hay hemorragia

Leve formacion de tejido adiposo

Nuevos anexos dérmicos
diferentes grados de formacion

con
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Tabla 22. Cambios en el niumero de células inflamatorias y vasos sanguineos el dia 14 p.h. con los MC
de Ad-H y MO-H.

DIA TRATAMIENTO
CONTROL | Ad-H | MO-H
CELULAS INFLAMATORIAS
* Infiltrado mixto moderado a severo|e Infiltrado mixto leve (14 células por|e Infitrado mixto leve (1-4 células por|
(7-10 células por campo) campo) campo)
ANGIOGENESIS

14 |e 3-4vasos por campo + b-6 vasos por campo ¢ 58 vasos por campo

* Congestion leve * Nohay congestion * Nose observa congestion

* Hemorragia moderada * Nohay hemorragia ¢ Nohay hemorragia

Fig. 27. Imagenes histoldgicas de las heridas tratadas con MC de Ad-H y MO-H. (Coloracién hematoxilina y eosina, 10X). Los
bordes de las heridas se indican con: E1: Borde 1 de la herida; E2: Borde 2 de la herida. Se emplearon Ad-Hy MO-H. 7'y 14 p.h. Ep:
Epidermis; M: Masculo; w: Herida; F: Foliculo piloso. La muestra de piel sana de cada dia corresponde a la piel adyacente del area de
la herida en el mismo sujeto.
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Fig. 28. Score histolégico de las heridas con MC de MO-H y Ad-H. Puntaje de cada una de las caracteristicas evaluadas en el area
de las heridas empleando los MC de MO-H, MO-N y el medio de control (C) (Optimem)al dia 7° y 14° p.h. El score corresponde al
promedio de las observaciones de cada histopatologo.

Fig. 29. Angiogénesis empleando MC de Ad-H y MO-H al dia 7. Imagenes representativas de los vasos sanguineos nuevos
(flechas) empleando los MC de Ad-H, MO-H y el control (C) (Optimem) vs el control positivo (Piel sana de ratén) al dia 7° p.h. 40X
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Piel Sana Optimem

Dia
14

Ad-H MO-H

Fig. 30. Angiogénesis empleando MC de Ad-H y MO-H al dia 14. Imagenes representativas de los vasos sanguineos nuevos
(flechas) empleando los MC de Ad-H, MO-H y el control (C) (Optimem) vs el control positivo (Piel sana de ratén) al dia 14°p.h. 40X

Fig. 31. Densidad capilar empleando MC de Ad-H y MO-H. Nimero total de vasos sanguineos nuevos en el area de la herida
empleando MC de Ad-H, MO-H y el medio de control (C) (Optimem) vs el control positivo (Piel sana de ratén) al dia 7° y 14° p.h.
Anova * p<0.05 comparado con HC. n =3 campos por muestra, 5 muestras por cada herida.
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7. DISCUSION

7.1. CIERRE DE LA HERIDA

Los MC empleados en este trabajo fueron obtenidos tanto en condiciones de normoxia (21% de O2) como de
hipoxia (2% O-), y posteriormente analizados mediante cuantificacion de proteinas totales (Bio-Rad Assay kit
1) y arreglo de anticuerpos para la cuantificacion relativa de proteinas (RayBio Human Angiogenesis Antibody
Array C series 1000), actividades previas al desarrollo de este trabajo, cuyos resultados mostraron la
presencia de diferentes factores proangiogénicos, ademas de citoquinas, quimoquinas y otras biomoléculas
de importancia biol6gica como enzimas y receptores secretadas por MSC tanto de MO como Ad.

En el caso de los MC de MO, obtenidos en condiciones de normoxia, dichos resultados mostraron mayores
cantidades de citoquinas como IL-4 e inhibidores tisulares de metaloproteinasas TIMP-1y TIMP-2, ademas de
otros 35 factores entre los que se destacan bFGF, IFNy, IL-8, PDGF-BB, TGF-B, TIMP-1, TIMP-2,
Trombopoyetina, VEGF y VEGF-D, Ang-2, angiostatina, IL-4, MMP-1, MMP-9, PECAM, TNF-a, VEGFR2,
VEGF-R3. En cambio, estos medios, al ser sometidos a hipoxia, se encontrd que dichos factores aumentaron
entre 2 -14 veces comparado con los MC obtenidos en normoxia (Restrepo SX, 2008).

Respecto a los MC de Ad, obtenidos en condiciones de normoxia, se encontré que contenian 34 FC, con
diferentes niveles de intensidad de secrecidn, entre los que se destacan angiogenina, EGF, bFGF, IL-8,
trombopoyetina, VEGF, VEGF-D, VEGFR2, TIMP-1, TIMP-2 y MMP-1 entre otros. Por el contrario, los MC al
someterse a condiciones de hipoxia, aumentaron tanto la cantidad de FC como su secrecidn, entre 2 — 47
veces, en dichos medios, destacandose un mayor incremento de endostatina, IL-18, Ang-1, Ang-2, G-CSF, IL-
2, MCP-3, MCP-4, Tie-2 y TNF-a entre otros (Restrepo SX, 2008).

Al producirse una discontinuidad de la piel, se inicia una serie de eventos conducentes a la reparacion de la
misma como es la proliferacién y migracién celular, eventos que se aceleran por la hipoxia producida por la
misma lesion que atrae a dicha &rea a queratinocitos, fibroblastos asi como a células endoteliales, ademés de
células inflamatorias y células madre residentes en los tejidos adyacentes. También es conocido que FC
como EGF, PDGF, bFGF, VEGF son vitales para el reclutamiento y conservacion de las células mencionadas
asi como para la formaciéon de nuevos vasos sanguineos en el territorio lesionado que permitirdn la
supervivencia tanto de las células del tejido de granulacién como de queratinocitos.

Al replicar en laboratorio las condiciones de hipoxia de una célula como las MSC de MO o de Ad, estas
células incrementan, de manera notable, la secrecion de FC que mejoran la curacion de la herida. Estos FC
pueden pasar a los medios de cultivo, condiciondndolos de esta manera, y ejercer efectos similares cuando
son inyectados, a los que se logran cuando se implantan directamente las MSC en las heridas.

En este estudio, con la aplicacién de los MC de MO, se puede observar que la dindmica del cierre de las
heridas se acelera respecto a las heridas control, puesto que a los 4 dias p.h. estas heridas tienen
porcentajes de cierre superiores al 40% (48.0% con MO-H y 42.0% con MO-N) mientras que las herida control
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alcanza el 36.2% del cierre. Esta dindmica se acelera entre el 4 y el 7° dia p.h., al alcanzar las heridas
tratadas con los MC porcentajes de cierre superiores al 80% (93.8% con MO-H y 80% con MO-N), en tanto
que con Optimem el cierre logra solo 57.5%. Para el dia 10 p.h., las heridas tratadas con MO-H se encuentran
cerradas en su mayoria; a las que se les aplicé el MO-N el cierre esta préximo a completarse (94.3%) en tanto
que con el control el cierre alcanza el 81.9%. Al finalizar el experimento en el dia 14 p.h., las heridas
inyectadas con los MC se encuentran, en su mayoria, cerradas y las heridas tratadas con Optimem finalizaron
con un cierre de 89.5%.

Con el empleo de los MC de Ad, se puede apreciar que al dia 4 p.h. existen diferencias estadisticamente
significativas entre los promedios de cierre de las heridas tratadas con estos MC ya que éstas presentan
cierres superiores al 33% (40% con Ad-H y 33.4% con Ad-N), frente a un 20.9% de las heridas tratadas con
Optimem. Para el dia 7° p.h. también se notan diferencias significativas puesto que las heridas tratadas con
los MC muestran cierres superiores al 50% (67.2% con Ad-H y 51.2% con Ad-N) frente a un 38.2% de las
heridas tratadas con Optimem. Al dia 10 p.h., las heridas tratadas con los MC presentan cierres superiores al
85% (85.3% con Ad-H y 87.7% con Ad-N), las heridas control alcanzan un 69.4% de cierre; para el dia final
del experimento, todas las heridas han cerrado.

Estos resultados sugieren que los FC contenidos en estos MC ejercen su efecto sobre las células
responsables de la reparacién de la herida mediante mecanismos paracrinos, resultados similares a los
reportados por Kim WS et al (2007), Chen et al (2008) y Lee et al (2009), donde se muestran los efectos de
MC tanto de MO como de Ad en la curacion de heridas y también apoyan la idea que este tipo de mecanismo
es el responsable del mejoramiento en el cierre de las heridas, y no la diferenciacion a otros linajes celulares,
lo que permite justificar el uso de los MC en un futuro cercano de los MC como opcion terapéutica en el
tratamiento heridas cronicas.

7.2. ANALISIS HISTOPATOLOGICO

La curacién de una herida, en este caso heridas de espesor total, involucra de forma importante fenémenos
como la migracién celular, tanto de queratinocitos, fibroblastos como de células endoteliales; procesos
inflamatorios; sintesis provisional de una nueva matriz extracelular y deposicién de colageno. Este efecto
migratorio, asi como los otros mecanismos involucrados en la reparacion tisular, se ven estimulados tanto por
la hipoxia generada por la lesién como por la accién sinérgica de mltiples FC, como PDGF, bFGF y VEGF,
que son decisivos para que estas células sobrevivan y proliferen adecuadamente.

Para el caso de esta investigacion, las evaluaciones histoldgicas hechas por histopatdlogos veterinarios
permiten sugerir que la dinamica y calidad del proceso de curacién mejor6 significativamente en las heridas
luego de la aplicacion de los MC, tanto de MO como Ad, respecto al medio control manifestandose dicha
mejoria en una reepitelizacion mas répida, estimulacion y proliferacion de fibroblastos y, por lo tanto,
formacion del tejido de granulacion donde se llevara a cabo uno de los procesos centrales de la reparacion de
la herida como lo es la formacién de nuevos vasos sanguineos, fenémeno que asegurara el suplemento y la
adecuada entrega de oxigeno y nutrientes a los tejidos en reparacion. Estos efectos se incrementaron de
manera mas notoria con el empleo de los MC obtenidos en hipoxia que los obtenidos en normoxia.
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En este orden de ideas, al finalizar el experimento al dia 14, las heridas que recibieron la aplicacion de los MC
obtenidos en hipoxia, presentaron, en general, una evolucion més favorable durante el proceso de curacion
por cuanto su estructura histoldgica, tanto en su epidermis como en su dermis, es mas parecida a la
estructura normal de la piel, situacion diferente cuando se emplearon los MC obtenidos en normoxia o con el
medio control, como se puede observar en las figuras 15-31.

El proceso inflamatorio que presentaron las heridas disminuy6 de manera importante con el empleo de los MC
respecto a la herida control, situacion que acelerd el proceso de cicatrizacion y, por consiguiente, el cierre de
la herida, fendmeno que pudo haberse presentado por la presencia de citoquinas antiinflamatorias y
proinflamatorias presente en los MC y las cuales pudieron haber ejercido dicho efecto, el cual se incrementa
con el uso de los MC obtenidos en hipoxia.

En este estudio, se puede apreciar como con el empleo de los MC, obtenidos en condiciones de hipoxia y
normoxia, las heridas en los primeros 7 dias presentan una mayor cantidad de vasos sanguineos que las
heridas control, pero este efecto se observa en mayor proporcion con los MC obtenidos en hipoxia,
permitiendo que las heridas puedan curar méas rapido, resultados que concuerdan con los obtenidos por Wu Y
et al (2007) y Chen L et al (2008). Dicho numero de capilares disminuye a medida que la herida evoluciona, al
ocurrir un remodelamiento del tejido de granulacion y de las fibras colagenas, se produce apoptosis de los
vasos recién formados ya sea por estrangulamiento de las fibras coldgenas durante su fase de maduracion o
por la accidn de trombospondina 1 y 2, angiostatina, endostatina y angiopoyetina 2 (Singer AJ y Clark RA,
1999), situacion que permite que el nimero de vasos sanguineos en el area de la herida sea similar al de la
piel sana. Con la aplicacion de los MC obtenidos bajo condiciones de hipoxia, se observa que el nimero de
vasos sanguineos no disminuye en la misma proporcién como cuando se emplean los MC obtenidos en
normoxia o con el medio control, situacion que se puede ver en las figuras 18, 19, 24, 25, 29, 30.

Los efectos anteriores, segln los resultados de estudios previos como los de Chen L et al (2008), Wu Y et al
(2007) y Fu X et al (2007) asi como de los andlisis previos de los MC empleados en este trabajo, se pueden
deber a la accion paracrina de los FC secretados por MSC en niveles altos, tanto de MO como de Ad, y que
dichos FC, como PDGF, TGF-B, VEGF, etc., no trabajan aisladamente sino en interaccion con otras proteinas
regulatorias de manera coordinada, para estimular y mejorar los dos eventos mayores que conducen a la
reparacion de la piel en caso de heridas: la angiogénesis y la regulacién de la formacion de nueva matriz,
ademas de la reepitelizacion lo que puede convertir a los MC en una prometedora terapia para mejorar la
reparacion de tejidos lesionados.
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CONCLUSIONES

Con el uso de los MC de MSC tanto de MO como de Ad, especialmente los obtenidos en condiciones de
hipoxia, si existe mejoria en el proceso de cicatrizacién de heridas en la piel de ratones que se asocia
principalmente con:

e Elcierre acelerado de las heridas

e Elaumento del nimero de capilares en el tejido de granulacion

e Labaja presencia de células inflamatorias en la herida

Los MC empleados en esta investigacion, en cada uno de los grupos experimentales, tienen un efecto
benéfico al acelerar la dindmica del cierre de las heridas lo que los puede constituir en una futura opcién
terapéutica para el tratamiento de heridas cronicas como Ulceras por presion o Ulceras de pie diabético.

La formacién de nuevos vasos sanguineos y su persistencia luego de los procesos de remodelacion y
maduracion del tejido de granulacién de las heridas se incrementa con la utilizacion de los MC,
particularmente los obtenidos en hipoxia, siendo estos resultados concordantes con resultados previos
obtenidos por otros grupos de investigacion.

La estructura histologica de la piel, al finalizar los experimentos, se asemejé mas a la piel normal con el
empleo de los MC, concretamente los de MO y Ad en hipoxia.

Los resultados obtenidos no mostraron una diferencia estadisticamente significativa en cuanto al uso de
los MC de MO-H y Ad-H, lo que permite sugerir que ambos MC son igualmente efectivos en el
tratamiento de heridas, pero dadas las facilidades de obtencién de células de tejido adiposo es
aconsejable el empleo de los MC de Ad aunque sin descartar la posibilidad de emplear el otro MC.

En el futuro, la combinacion de los MC con otros agentes y vehiculos farmacoldgicos que faciliten su
aplicacion y dosificacion, pueden convertir a los MC en una terapia de “botiquin” de facil acceso a la
poblacion que presente heridas de dificil cicatrizacion.
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RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos en esta investigacion abren la puerta a otras posibles investigaciones como:

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo y apoyados en el amplio cuerpo de evidencias
existentes referentes a los MC como opcidn terapéutica, se podria plantear, en los préximos afios, el
inicio de un estudio clinico interdisciplinario con pacientes que presenten heridas cronicas.

Realizar este mismo estudio en diferentes modelos animales, por ejemplo, un modelo porcino, donde se
puedan extrapolar los beneficios de los MC en diferentes estudios clinicos veterinarios.

Evaluar el efecto de estos MC en un modelo donde se evidencie el efecto de diferentes dosis para
obtener una posible dosis adecuada de aplicacion en proximos estudios clinicos humanos.

Estudiar de manera mas detallada el efecto de los FC que contiene los MC estudiados y que participan
en los procesos de proliferacion, angiogénesis y remodelacién que se lleva a cabo durante la
cicatrizacion de las heridas con el fin de preparar MC que permitan el tratamiento de patologias
especificas donde se han alterado de forma notoria estos procesos.

Evaluar el comportamiento de los MC con diferentes vehiculos farmacol6gicos asi como con otros
complementos bioldgicos que ayuden a potenciar el efecto benéfico de los MC y que se puedan convertir
en un tratamiento econdmico y de facil acceso para pacientes con heridas cronicas.
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ANEXOS

Anexo A. Medidas y porcentaje de contraccion diario de las heridas para la prueba 1. (R1...R8: Raton
1....Raton 8; X: Promedio)
PRUEBA 1 MO-H vs MO-N

Dia C _ MO-H MO-N _

R1 |R? |R3 |R4 |R5 |R6 |R7 |RB] X |R1 |R? |R3 | R4 ([R5 ([R6 | R7 |RB| X | R1 | R? |R3 (R4 [R5 | R6 | R7 [RB| X
Dia0 |545 61]|536[5,16/503|/523[497|508] 5,3]496/501|493|5,09|501|5,02499)517]5,03| 493 54 545991499 51 5]5.09] 5,07
Dia1 [508] 53512 46 41455 45[401|4,77] 33 4] 37| 45(335[328|3597(475]3,086] 35|502(383] 37[419)415/405] 42]4,08
g Dia2 |489 56|367[3,32[391|352[447[352]4,16]301|392|244) 42|377 31]235)40113,35| 3.3[497|279|253|4,11[3,06/3,92|376/3,59
 |Diad |458)513]3508] 3.3|379|247]391)30]3,72| 291 35|211]|305(3.15(291] 23|327| 2,9|3.05/476|262| 24{332[2.77]3,12]|234] 3,12
£ |Diaa 4121449 34| 33|359|241|373|213] 34|2587]325) 189|279 3| 231 21)303]2,62| 292\ 455] 2353|234 3,15[2,57|3,12| 268|295
2 Diag [411]447]333[329\343] 19| 36[162]3.22] 23/322|125] 23)285/183]168)251|2,24]|230[356)2,17(106[3.11]2,35)2,35(231]| 2,51
E Diab | 405/ 435(333[3,28[286/163] 36[159]3,09] 23/272(109)177)284) 165 1,49)199]1,99 2,16{ 1,83 217118 3,11[218] 2,11| 153| 2,08
= |[Dia7 [334)386 0]231]245[156]311) 14]2,25 1 i} 0] 145 i} 0 i} 0j0,31] 2,11 0)1.42 0273 0 o 1.78]1.01
g Dia g 3,1]368 0 0]2.32 245|084 1,77 0 0 0 u] 0 0 0 0 0 0 0 o200 0 0] 0,29
Dia® [280)325 0 0j195 181 0] 1.41 i} i} 0 1] i} i} 0 0 i} i} i} 0j2m i} 0] 0,29
Dia 10| 2.2[3,12 0 0 0 1,75 0] 1,01 0 0 0 u] 0 0 0 l]| 0 0 0 o0/189 0 0] 0,28
Dia 11 [207) 2,43 0 0 i} 15 0] 0,86 i} i} 0 1] i} i} 0 o] © i} i} 1] 0 i} 0 0
Dia 12 [161]197 0 0 0 1,36 0jo,7/1 0 0 0 u] 0 0 0 I]| 0 0 0 u] 0 0 0 I]|
Dia 13 [ 156191 0 0 i} 1,15 0] 0,66 i} i} 0 1] i} i} 0 o] © i} i} 1] 0 i} 0 0]
Dia 14 | 1,031,591 0 0 0 1,15 0] 0,58 0 0 0 u] 0 0 0 I]| 0 0 0 u] 0 0 0 I]|

DiA H.C H. MOH H. MON

5 R1 | R? |R3 (R4 [R5 [R6 |R7 [R8| x |R1 |RZ |R3 |R4 [R5 |R6 [ R7 |RB| x |R1|R2 [R3|R4 [R5 |R6 | R7T [RE| %
8 Dia0 i} i} 0 0 i} i} i} 0 0 i} i} 0 1] i} i} i} 0 0 i} i} i} 1] 0 i} i} 0 0
§ Dia1 |6,7/9328[448[112[205|5635(946[21,1]10,3]335|202| 25 7] 11 6] 33,1 34,7[20,4| 8.12) 23,4| 29.9| 7.04|23,4| 268 16[186] 18|17 5[19.7
= Dia2 [103] 82|315(353|223| 3271012258 21,7]39.3|21.8] 51|17 5] 24,8) 35.2| 52.3] 22 4] 33.4| 33,9 7 96| 44 2| 43 5[ 17 6| 40/ 21 6[26.1] 29,3
o |Dia 3 16| 169|33.2|36,3| 24.7| 62,8| 21,3 40,71 30,1] 41,3[ 30,1 &7 6| 40,1) 37 1| 42|53 9| 365| 424|388 11247 6[51 8|33 5| 45,7| 37 6|42 2] 38,7
E Diad [244|264|366(363|256|539(249(56,1]36,2]45.2)35,1|61.0]452]40,1) 54|57 9|41 4] 48] 415(157) 54|/53,1(363| 496 37647 3| 42
2 |Dias |246|26,7|379)36,6|31,8| 63,727 6| 68,1] 39,6 53,6 35,7] 74 2| 54 5| 43,1| 63,5 66,3] 51 5| 95,4] 52,3| 34 1| 5666(62,7| 37 7| 53,9 53|54 B] 50,6
ﬁ Diaf [267]|287|3758(365|43.1|666|27 6657 42,1] 536 45.7) 768.1] 65 2] 43,3| 66,5] 70,1| 61 5] 60,5| 56,7 | 66,1 | 56 6| 76.4( 37 7| 57 3| 57 6| 62.1| 58.8
= |Dia7 [387)367| 100(554|513|70,2(37 4|72 4| 57,8] 79,5] 100] 100 715] 100] 100| 100] 100]|93,9| 57,7 100)716| 10045 3| 100) 100 GB5| 80
= |Dias [43.1]39.7| 100] 100[53.2 80,7 83,5 67,3] 100f 100] 100] 100] 100 100] 100] 100§ 100| 100] 100) 100|597 100] 100] 94,2
g Dia® |[472]467| 100( 100{61.2 53,6 100] 74,1] 100f 100] 100] 100f 100 100] 100] 1o00] 100] 100] 100 100[59.7 100| 100] 94,2
8 Dia 10 [ 58,6] 45,9| 100( 100{ 100 64,5 100] 81,9] 100{ 100] 100] 100] 100 100 100] 100] 100] 100] 100] 100] 60,1 100] 100] 94,3
Dia 11 62| 60,2) 100) 100| 100 59,8| 100] 84,6] 100f 100] 100] 100f 100 100] 100] 100] 100] 100] 100 100] 100 100| 100] 100
Dia 12 | 70,5/ 67 ,7| 100| 100( 100 72| 100 87,3] 100) 100] 100 100] 100 100] 100 1I]I]| 100| 100) 100) 100] 100 100 100 1l]l]|
Dia 13 [ 71,4|68,7| 100( 100{ 100 769| 100] 88,1] 100f 100] 100] 100f 100 100] 100] 100] 100] 100] 100 100] 100 100] 100] 100]
Dia 14 | 51,1 68,7| 100{ 100{ 100 76,9| 1001 89,5] 100) 100] 100] 100] 100 100} 100 1I]I]| 100] 100) 100) 100] 100 100/ 100 1l]l]|
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Anexo B: Medidas y porcentaje de contraccion diario de las heridas para la prueba 2. (R1...R8: Raton
1....Raton 8; X: Promedio)
PRUEBA 2 Ad-H wvs Ad-N

DiA C ] Ad-H Ad-N ]

R1 | R? | R3 |R4 |R5 [R6 |R7 |R8| X |R1 |R? ([R3 (R4 | R5 |[R6 (R¥ (R8| X | R1 |[R? |R3 (R4 [R5 |R6 |R7 [RE| X
Dia0 |459) 467478 4)543|432| 43|520]4,67|399|433)435] 39471455403 4]4.28| 446 4.4(445)425/468/527| 43 435|452
Dia1 |408]417[427]393]493] 35]422]513]4,32| 29[ 3 33| 3 51]366] 3.78] 4 43]3,21] 3 92| 3,67| 5 54[3,33[ 395|395 4 22] 4 77[4 07 [ 4 25] 4,08
g Dia2 |366(411]411|379|453|3,78] 37(425/3,99/235(323|366] 35/ 226[414 31| 24|3,08|3535/344|354[341| 25/405 35322 35
E Dia3d |352) 41/408] 34)426/349]| 35)413]3.81] 22|252|352] 32| 16|323) 31| 22| 27]353/324[387] 25|221|354| 35|3.12]3.19
T |Diad 35(383]399|325|394|345|335|413| 3.68[1,93| 247|335 32[124|303[3.01[214]254|351[3,01[351|248[191[3,37]333[2589 3
& |Dia s 32362/ 397|327|379(316|318] 41|3.54|166|173)|333[3.18[115)253)/2852,14]2,38] 34|287[267|247)143[305275)254]|2,69
W Diab |315|288|357|327| 34[262] 31[405[3.260095(128(317[241/0584[189 1.4[204)1,75| 3168|252 22[235[1,16] 29|2k5|275]| 247
x |Dia7 260285 18] 32(335(227)299)3 57| 266104 120(241(228(074) 15/1.04[083]1,39]303[216] 18|232[114[272 21243 2.2
g Dias 102 13/226] 25 1.05|245)26501,89]1.04)125) 196|185 1.09)1.01]056]1,260222(1,11]1,73]225 26 0 2l 1,7
Dia9 |051)1.41]1597]155 053)220)218]1,54[052)116) 149 1.41 055)0,03/020]0,89)1.72) 1,04/ 142|113 2,04 i} 11119
Dia 10 0151167 14 ol 21 1.7 1.2 0[1.04)1,01)0%6 0/0ks 0]052] 122|096 1,11 0 148 0 0] 0,68
Dia 11 0 12 08 1] o) 18 0] 0,56 0]056) 174|085 1] i} 0j0,51| 035 i} i} 0 142 i} 00,34
Dia 12 0 0 0 1] 0 0 0 1} 0 0] 156 0 1] 0 0] 0,24| 0,858 0 0 0 079 0 0j 0,24
Dia 13 0 i} i} u] i} 0 il a i} 0 0 i} u] i} i} 0 0 i} i} 0 0,66 i} 0] 0,09
Dia 14 0 0 0 i] 0 0 0 0 0 0 0 0 i] 0 0 o] o 0 0 0 045 0 0] 0,06

DA H.C _ H. AdH _ H. AdN _

5 R1 |R? R3 |R4 |R5 |R6 |R7 |RB] X |R1 |[R?2 |R3 | R4 | R5 |R6 |R7 |RB| X [R1 | R? |R3 |R4 |R5 |R6 | R7 |RB| X
8 Dia 0 0 0 0 u] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 u] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 u] 0
g Dia 1 M) 107 107|175)921 12[186)|228|7.45) 326)115)124|6,15/197)105/20,3 2144|206 13[11.2|706] 10[9.49]5,35(1.16]9.73
E |Dia2 |203] 12 14)525|166|125]) 14] 19 14.2[41,1)264|154{10,3] 52|164|23,1[ 40 28|2E|,9 218[12,1]198]38,2[23,1]186|25,1| 22,4
5 Dia3 |233[122[146] 15[215[192|186|213[18,2[ 449|411 5[ 19117 9] BE[ 347231 45 36,ﬁ|20,9 2BA[136| M 2|52 832518627 4] 29,2
z Dia4 |237] 18[165] 18|27 4[201]22.1]21,3|20,9[ 51 6] 43[234[17 973 7[388] 25,3 465] 40[213[316[217] 41559 3[36,1] 22632 5] 334
o |Dia5 |303|225/169| 1683|302\ 269 26|21 31241564 BO|234|185|756|405|285[465 44|23,B 345404\ M1 8|B95[421] 36| 34/40,3
3 Diaf |31.4]35,3[253[183] 37 4[30.4] 27 5] 22 9| 30,1 76 2] 70.4[ 27 1] 35.2[ 82 2|61 8] 65,3] 49]58,8|257[427(509]447[74 6] 45354 36[45.2
= |Dia7 |434] 399|623 20|3583|475)305)24 4138,2[ 739|704\ 445\ M1 5(84,3|6B97|742[793 ﬁT,2|32,1 S09|895| 454|757 48,4/ 53543 5]91.2
Z |oimg |778[F22[527]375 /57| 43|495]55,5(739|704|54 3[526 78|749] 86|68,8|502|748|61.4]|471 50,7) 100]53 5] 64,5
E Dia8 |883|699/ 589|813 87547 1[55 6| 624 67732655 b4 89)794) 93| 771|614|765|6683|7358 61,3 100 76.7] 76,1
g Dia 10 | 100|677 65,1] BS 100| 51 2|67 6] 69,4] 100] 76|768|754 100 839) 100]85,3| 726|702 75,2] 100 19| 100| 100) 87,7
Dia 11 | 100{ 74,3 81,2 100 100[58.1) 100§ 85,6] 100)778] &0)78.2 100| 100) 100) #®6] 78| 100) 100| 100 73,1] 100] 100} 96,3
Dia 12 | 100) 100] 100] 100 100| 100] 100} 100] 100] 100)&1,6] 100 100| 100) 100]93,6|50,3] 100) 100] 100 g5| 100] 100] 96,7
Dia 13 | 100] 100] 100| 100 100[ 100 100 1I]I]| 100] 100) 100] 100 100| 100) 100] 100 100) 100) 100| 100 87,5 100] 100} 100
Dia 14 | 100{ 100] 100] 100 100 100 100 1I]I]| 100 100] 100] 100 100| 100| 100 1l]l]| 100| 100) 100( 100 51,5 100] 100| 1I]I]|
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Anexo C: Medidas y porcentaje de contraccion diario de las heridas para la prueba 3. (R1...R8: Raton
1....Ratén 8; X: Promedio)

PRUEBA 3 AdH vs MOH

DiA H.C H. AdH _ H. MOH _

R1 |R? [R3 |R4 |R5 |R6 (R7 |RB| X |R1 (R2 |R3 | R4 |R5 ([R6 |R7 |RB| X |R1 [R? |R3 | R4 |R5 | R6 | RY X
Dial |433)447|411(485] 45]) 41] 46[405/438]404)405] 5{494] 4) 38| 4] 4]424] 41405 46[4R3|3596/471(425 4,27
Dia 1 389|432(405/458) 44)404/458|373|4.21] 358|324 46[452) 37|385(342| 39]3,97|378
Dia2 |307) 43|367] 4| 39|3594|365(343|3,75|338|355(312[441] 37|1586|356] 34]337]2581
Dia 3 2|1428|337|392 36| 3B|356|343|347] 23|349|276[426|363] 15)342|305]3,05| 236
Dia 4 16[427| 33|376|353[342(331] 31|3,29|128] 33| 22|35858|361[144|342|1247|12,79] 19
Dias |156) 42|312(376| 356|337 33[298|322|182|255/204[385|232)144|339(221]1251] 18
Dia & 15 42|304)362|345[333|327|254|1317]182|284| 196|381 |223[138]333)2,19]245] 15
Dia 7 14(405 3] 3|332[ 33[322|1291|3,03] 0|274] 0)378|205[135] 33|2,12|192] 0
Dia 8 0363 27|224[183|299|2F5 24| 0[145 0]3F7)207(128[321 167] 0
Dia 3 01253) 21| 27 15] 22| 22 189] 0[128) 0]335[127]113] 31 145 0
Dia 10 0] 18]165/224[176] 13]203 154 0] 12 0]257|0 0295 109 0
Dia 11 0164 0O 19(173]126|155 117] 0{1pgd] 0] 138/078] 0] 28 094 0
Dia 12 01,21 0j1@s) 12 0 0 058) 00326 0] 16 0] 0[181 062 0
Dia 13 0107 0158 12 0 0 055 0074 0] 0] 0of 0Of1.1 026] 0O
Dia 14 0 0 o141 0 o o 02| 0{037| 0] 0] 0/ 0Of1086 02 0O

DA H.C H. AdH _

R1 |R2 [R3 R4 |R5 |R6 ([R7 |[RB| X |R1 [R2 |R3 | R4 | R5 R6 |R7|RB| XM
Dia 0 0 0 o] of 0 0o o o 6o 0o 0o of 0 0 0o o 0o o 0
Dia1 1M336|146)|351[222|146|043) 72|39 594|272 & 85 75(128)145) 25|637] 55] 0)957(713|025(446
Dia2 |299) 38|107(175(133] 39|207[15 3|14 4[163|123|376[107] 755|523 11| 15/204]298|506(41,3[136|025|7.22
Dia3 |543|425] 18[19.2] 200122 226[153]|20,7)43 1|13 5(448[138|925|615[145(2358]|28,1] 41|654[457(158] B1|14F
Diad4 |B35|447|197(225(216|166] 28[235] 23] 551|185 56[215|975|63,1[145(363]| 34,1|525|728(54,1|164|861|142
Dia5 |B44|6.04|241(225/222|178|283|264|26,5] 55|27 2(592(215] 42|631|153(4458] 41] 55|514(6652|201|962|148
Diab |B58[6.04] 26|254|233|188[289)274|27.7] 55|29 960522944 3|646|16,5(45,3|424] 55506654207 36{157
Dia 7 68| 94| 27|381)262(195( 30[25,1]30,8) 100{323| 100)235|4536(654|17.5] 47]94,3] 100(716|654|265/494(204
Diag | 100)18,5|34,3[39.4| 68)27.1|424 45,7] 100|642 100|257 48,3|67 2[19.8 60,7] 100|728] 100|27 5|86,7|228
Dia9 | 100)434|4589[44 3|66.7) 463|622 57,4 100({E5 4] 100|132 2|63 71[(225 66,1] 100] 100{ 100|468 8| 636|363
Dia 10 | 100)59,7|59,9(53,5|60,9) 653|552 69,5) 100(70.4] 100 48)773| 100{263 74,5] 100| 100[ 100 59|53 .2|435
Dia 11 | 100)63,3| 100{6E0,5| 616 69.3| 64,1 74,2] 100(73.3] 100|615)80,5 100[ 30 F7,9] 100| 100[ 100|163 3|52 5|51 6
Dia 12 | 100)725] 100{ B6|733] 100] 100 87,5] 100|76.3] 10067 ) 100] 100{54 3 89,5] 100| 100{ 100{85.2) 100 100
Dia 13 | 100)76,1| 100{67 4733 100] 100 88,1] 100(51,7] 100] 100) 100| 100{72 3 93,4] 100| 100{ 100] 100) 100 100
Diz 14 | 100] 100| 100{70,9| 100) 100 100 95,8] 100{50,9] 100] 100) 100| 100{735 94,9] 100| 100{ 100] 100) 100] 100
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ogos veterinarios. (RE: Reepitelizacion, TG:

4

Tejido de Granulacién, Cl: Células Inflamatorias, AN: Angiogénesis; P1. Patdlogo 1, P2: Patélogo 2; SC:

Score histoldgico)

hecho por histopat

dgico

7

Anexo D. Evaluacion Score Histo
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Anexo E. Vascularizacion de las heridas. Se presentan promedios generales.

VASCULARIZACION

DiA 7° HC HAdh HAdn MOh MOn Piel Sana
47 &4 50 B &0 78
44 ) ] 53 53 5
I 43 &5 49 B8 47 77
DIA 7 45 &5 58 B5 &5 s
&0 &7 ] &7 &5 73
46 4 56,6 54,4 59,6 528 30
) 65 BG
BB &5 E7
S 45 B1 Bl
DIA7 B3 B2 )
Bl B5 70
58 63 64,4
4
£5
I 45
Dia7 =
45
52,2
DiA7° 52,2 59.8 544 59.6 528 30
DIA 14° HC HAdh HAdn MOh MOn Piel Sana
14 &9 40 45 45 78
17 75 a2 R 35 A
co 22 73 25 43 41 77
DIA 14 21 &0 34 o5 43 5
E 75 37 45 40 73
18,4 79 344 50,2 41,8 30
EE) 57 45 45 35
40 51 31 5 25
co 45 &5 29 R 3
DIA 14 35 45 e 45 35
44 &5 a2 48 75
46 54 35,8 51,4 31,6
R 70 oh
45 B5 49
co 47 &5 g1
DIA 14 51 52 47
45 55 52
50,6 60 51
23 35 4
27 40 52
co 22 35 B
DIA 14 25 45 45
E 45 ]
23,8 41,6 52,8
25
73
co 25
DiA 14 =
27
25
DIA 14° 32,76 58,65 35,1 51,35 36,7 30
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